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RESUMEN 
Este trabajo dentro de la patología apícola pretende ser una contribución ai estudio de la 
selección de estirpes limpiadoras precoces resistentes a la Ascosferiosis. Así, después de 
realizada una revisión bibliográfica sobre la enfermedad, viendo que tratamientos 
farmacológicos y buen manejo, necesitan de la selección del comportamiento higiénico en 
abejas dei género Apis mellifera L. como un mecanismo de resistencia a la Ascosferiosis. 
Dando especial énfasis a los estudios y técnicas dei comportamiento higiénico, y en especial a Ia 
cría e inseminación de reinas, se desatTolló un n·abajo expe1imental con la intención de abordar 
e! componamiento higiénico en las abejas locales como principal aspecto inherente al programa 
de ctia y selección a realizar a lo largo de un afio. 
Dos test de limpieza fueron disefiados en 20 colmenas en simultáneo, para estudiar este carácter 
y para evaluar su eficacia a las 24 horas, utilizando el estadístico x2. 
Se considerá que e! tiempo total necesario para la exn·acción completa de todas las celdillas con 
cria muerta por congelación fue mucho menor, cuando por un período de 5 días, e! 100% de las 
colonias presentaban la remoción completa a las 48 horas. Mientras que, para la c1ia muetta por 
punción, éste varió entre un día, con remoción completa hasta más de tres con ex tracción 
incompleta. Sin embargo, se demuestró la eficacia dei Test 2 para la evaluación dei 
comportamiento higiénico a las 24 horas, una vez que en la maymia de las colonias estudiadas 
obtuvimos un x2 significativo (P::;O,OOOl). 
En la cría de reinas. utilizando el mismo tratamiento estadístico, solo se comprobó la existencia 
de diferencias significativas (P::;0,05) enn·e las cuatro series en relación a la rasa de nacimientos 
y de cría total, presentando la tasa de aceptación en las colmenas incubadoras una gran 
uniformidad enn·e series. 
A través de la inseminación instrumental, se alcanzó un porcentaje de 80% de reinas 
fecundadas, lo que sugiere un éxito satisfactorio en la aplicación de es ta técnica. A pesar de 
todo, se verificaron diferentes frecuencias (P::;O,Ol) en la aceptación de las reinas después de su 
introducción en las colonias enfermas y lo mismo en relación a las reinas vivas y fértiles, 
respecto a los dos tipos de acoplamiento. 
En el proceso patologico solamente la diferencia mensual entre octubre y sep tiembre y la 
diferencia enu·e el recuento final y inicial, de! nivel medio de afección fueron significativos 
(P::;O,O l ) relativamente a los lotes. Por lo que, se comprobó para estas dos variables, una 
redución significativa dei grado de contaminación en el lote 4, respecto a los ou·os. A pesar de 
todo, y a lo largo de la secuencia de recuemos realizados, el nível medio de afección fue, de una 
forma general, aunque no constante y significativa, disminuyendo en todos los lotes. La misma 
tendencia se observá relativamente a las clases, en las cuales se evidencia una reducción más 
n 
acentuada entre las reinas inseminadas cuando comparadas con las reinas seleccionadas que 
acoplaran naturalmente, y de éstas con las reinas testigo. 
En este estudio, la reducción dei níve l de afección entre lotes parece haber sido esencialmen 
influenciado por el efecto de la ubicación de los distintos grupos de colmenas, distribuídas en 
colmenar, la reducción entre clases probablemente, parece haber sido fundamentalmen 
afectada por e! tipo de acoplamiento a que fueron sometidas las reinas inseminadas. 
A Ia vista de los resultados alcanzados, pensamos que los test de Iimpieza son técnicas eficaq 
para seleccionar el componamiento higiénico de las abejas Iocales, las cuales presentan lH 
respuesta positiva, respecto a este carácter. Sin embargo, el programa de selección y recría c 
este ganado con e! intento de producír estirpes limpiadoras resistentes a la Ascosferiosis 1 
presentá eficaz pero como coadyuvante con otras medidas de control de la enfenn edad, o Sei 
juntamente a las prácticas de manejo y los tratamientos farmacológicos. Esto pedrá indicar qu 
actualmente, las medidas de control basadas solamente en la genética no proporcionaron un 
solución rápida, simple y clara para e! centro! de la enfem1edad. 
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RESUMO 
Este trabalho, dentro da patologia apícola, pretende ser uma contribuição para o estudo da 
selecção de estirpes limpadoras precoces resistentes á Ascosferose. Assim, depois de realizada 
uma revisão bibliográfica sobre esta doença, tratamentos fa1macológicos para a combater, bom 
maneio e a selecção do comportamento higiénico como um mecanismo de resistencia á 
Ascosferose. Dando especial ênfase aos estudos e técnicas do comportamento higiénico, e em 
especial á criação e inseminação de rainhas, desenvolveu-se um trabalho experimental com o 
intuito de estudar o componamento higiénico das abelhas locais como principal aspecto inerente 
ao programa de selecção a realizar ao longo de um ano. 
Para estudar este caractere e para avaliar a sua eficácia ás 24 horas dois ensaios de limpeza 
foram elaborados em 20 colmeias, utilizando como n·atamento estatístico o x2. 
Considerou-se que o tempo total necessário para a extracção completa de todos os alvéolos com 
c1iação morta por congelação foi muito menor quando, por um período de 5 d ias, 100% das 
colonias apresentaram remoção completa ás 48 horas. Enquan to que, para a criação mona por 
punção, este variou entre um dia com remoção completa até mais de três com extracção 
incompleta. No entanto, demonstrou-se a eficácia do Ensaio 2 para a avaliação do 
comportamento higiénico ás 24 horas uma vez que, na maioria das colonias estudadas , 
obtivemos um x2 significativo (P::;O,OOO 1). 
Na criação de rainhas, utilizando o mesmo tratamento estatístico, somente foi comprovada a 
existencia de diferenças significativas (P::;O,OS) enu·e as quatro séries relativamen te ás taxas de 
nascimento e de c1iação total, apresentando a taxa de aceitação nas colmeias incubadoras uma 
grande uniformidade entre séries. 
Através da inseminação instrumental alcançou-se uma percentagem de 80% de rainhas 
fecundadas, o que sugere um êxito satisfatório na aplicação desta técnica. Apesar de tudo, 
verificaram-se diferentes frequências (P:::;O,Ol) na aceitação das rainhas depois da sua 
inn·odução nas colonias doentes e o mesmo aconteceu em relação ao total de rainhas férteis, no 
que diz respeito aos dois tipos de acasalamento. 
No processo patológico apenas a diferença mensal entre Outubro e Setembro e a diferença entre 
a contagem final e inic ial do nível médio da infecção foram significativos (P::;O,Ol ) 
relativamente aos lotes, pelo que, comprovámos para estas duas variáveis, uma redução 
significativa do grau de contaminação no lote 4. Apesar de tudo, e ao longo da sequência de 
contagens realizadas, o nível médio da infecção foi, de uma forma geral , ainda que não 
constante e significativo, diminuindo em todos os lotes. A mesma tendência foi observada 
relativamente às classes, nas quais se evidencia uma redução mais acentuada entre as rainhas 
inseminadas quando comparadas com as rainhas seleccionadas que fora m fecundadas 
naturalmente, e destas com as rainhas testemunhas. 
Neste estudo, a redução do nível de infecção entre os lotes parece ter sido essencialment 
influenciada pelo efeito da localização dos dintintos grupos de colmeias distribuídas pe!1 
apiá1io; a redução entre classes, provavelmente, parece ter sido fu ndamentalmente afectada peJ1 
tipo de acasalamento a que foram submetidas as rainhas. 
Tendo em atenção todos os resultados alcançados, pensamos que os restes de limpeza sã1 
técnicas eficazes para seleccionar o comportamento higiénico das abelhas locais, as quai: 
apresentam uma resposta positiva, em relação a este caractere. No entanto, o programa ct1 
selecção e recria destes animais com o intuito de produzir estirpes limpadoras resisten tes i 
Ascosferose apresentou-se eficaz mas como auxiliar de outras medidas de controlo da doença 
ou seja, juntamente com as prácticas de maneio e os tratamentos farmacológicos. O que poderi 
indicar que, actualmente, as medidas de controlo baseadas somente na genética nã< 
proporcionam uma solução rápida, simples e clara para o tratamento desta doença. 
!11! 
:s i 
tça 
e r; 
ABSTRACT 
This work, 011 bee pathology, intends to be a contribution to the selec tion of cleaning 
precocious strains resistant to the Chalkbrood disease. Thus , we began by a bibliographic 
revision abmtt this disease, its pharmacological treatments, good management and selection of 
the hygienic behaviour as a resistam technique to the Chalkbrood disease. Based on hygienic 
behaviour researches and in special 011 the breeding and insemination of queen bees an 
experimental work was developed with the aim of study the hygienic behaviour of local bees as 
a main reason inherent to the selection program realized dming the period of a year. 
Utilizing as a statistical treatment the x2 two cleaning tests were realized on 20 hives to study 
this factor and to evaluated its efficacy within 24 hours. 
It was considered that the total time necessary to the complete remova! of ali freeze-killed brood 
cells was inferior when, dming a period of five days, I 00% of the colonies showed a complete 
removal within 48 hours. White, to the pin-killed brood the uncapping and remova! period 
ranged between one day, with complete remotion, and more than three days, \VÍth incomplete 
remotion. However, it was demonstrated the efficacy of Test 2 for evaluaüon of the hygien ic 
behaviour since , in the great majority of the studied colonies, we obtained a significant x2 
(Ps;O,OOO 1). 
U sing the same statistical treatment on queen reanng, only the existence of significant 
differences (Ps; 0,05) among the four series concerning the binh rates and the total queen 
breeding was proved, the acceptance rate in the hive incubators showed a great uniformity 
among senes. 
Through the instrumental insernination, a percentage of 80% of fertilized queen bees was 
reached, what suggests a satisfactory result in the use of this technic. Nevenheless different 
frequencies (Ps;O,Ol) in the acceptance of queen bees after their introduction in the diseased 
colonies were verified having occured the sarne to the fertile queen bees in what concerns the 
two types of rnating. 
ln the pathological process only the monthly differences between October and Septernber and 
between the initial and the final counting of the infection mediurn leve! were significant 
(Ps;O,O 1) relatively to the groups. So, to these two variables we confirmed a significam leve! of 
contarnination in group 4. Nevertheless, and during tbe sequence of countings, the mediurn 
level of infection has, in general, decreased in ali the groups. The sarne tendency was observed 
in relation to the three categories, in which we can observe an evident decrease arnong the 
inserninated queens when cornpared with those naturally fertilized,happening the sarne when 
we cornpair these two categories with untreated queen group. 
ln the present study, the reduction of the infection leve] among groups seemed to have been 
essentially influenced by the effect of localization of the distinct groups of hives distributed by 
m 
the apiary ; the reduction among categories seemed to have probably been affecred by the ry 
of mating to which the queens were .submited. 
Based on the results obtained we think the cleaning res rs are efficient technics thar permit 
select the hygienic behaviour of the local bees which show a posi tive ans\ver in relation to th 
factor. However the selection and re-creation program which aims to produce cleaning straü 
resistam to Chalkbrood, Ascosphaera apis, proved to be efficient in conjunction with oth
1 
measures of disease contrai, that means, in conjunction \vüh management and phannacologic 
treatments practice . This could indicare that, nowadays, the control measures baseei only o 
genetics do not afforcl a rapid, simple anel clear solution to the trearment of this disease. 
-RÉSUMÉ 
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sélecrion de lignées neroyeuses précoces résiswnres â f'Asco.\ferosis. Ainsi, 011 a comme11cé 
pour menner une révisio11 bibliographique sur cette maladie. trai teme11ts pham1acologiques pour 
la combatre, bonne conduite et sélection du componement hygiénique comme un méca11isme de 
résistance à la Ascosferose. En mettal1t en spécial relief les études et les techniques du 
comportemenr hygiénique et, en particulier. l'élevage et l'ensemination eles reines, on a 
développé un travai! expérimental ayant par but d 'étudier le comportement hygiénique eles 
abeilles locales comme principal aspect inhérent au programme de sélection à réaliser tout au 
long d'une année. 
On a réalisé deux testes de 11ettoyage dans 20 ruches pour étudier ce caractere et pour évaluer sa 
efficacité apres 24 heures, en utilisant comme teste statistique le ;_2. 
On a considéré que le temps total nécessaire pour l'extraction complete de tous les 
alvéoles avec couvain morte par congélation a été assez moindre quand, par une périocle de 5 
jours, 100% eles colonies présentent extraction complete aux 48 heures. Tandis que, pour le 
couvain mor1 par ponction, celle ci a variée enu·e un jour. avec extraction complete, jusqu'à plus 
de trais jours avec extraction incomplete. Cependant, 011 démon tré l'efficacité clu teste 2 pour 
l'évaluation du componeme11t hygiénique aux 24 heures. car da11s la plupan eles co lonies 
étudiées on a obtenu u11 x2 significatif (P~ 0.0001 'l. 
Dans l'élevage de reines , en uti li sant le même tesr sratistique, seulement a éré prouvé 
l'existence de différences significatives (P~0.05) entre les quatres sélies par rappon aux taux de 
naissance e t de couvain totale, le taux d'acceptation dans les colonies incuba trices présentant 
une grande uniform.ité entre séries. 
Par l'insémination instrumentale, on a arteint un pourcentage de 80 % de re rnes 
fécondées, ce qui suggere un succes sarisfaisan t dans l'applicarion de cerre technique. M algré 
tout, se vérifienr différentes fréquences (P~O .O 1) dans l'acceptation d e reines apres leur 
inu·oduc tion dans les colonies malacles et le même par rapport aux reines vives et feniles, en ce 
qui concerne les deux types ele couplage. 
Dans le processus pathologique seulement la différence mensuel entre Octobre et 
Septembre et la différence entre le contage final et initial, du niveau moyen de l'infection, ont 
été significatifs (P~O,O 1) par rappmt aux lotes. Ainsi, on a prouvé pour ces deux variables , une 
récluction significative du dégrée de contamination dans le lot 4 par rapport aux autres . 
Néanmoins, et tout au long de la séquence des contages réalisées, le niveau moyen d'infection a 
été, d'une façon générale, même q ue ne pas constam et signif icatif, diminuant en to us les lots. 
La même tendance a été observée relativement aux classes dans lesquelles es t évidente une 
réduction plus accentuée e ntre les reines inséminées quand comparées avec les reines 
sélectionnées qui ont été fécondées naturellement, et de celles ci avec les reines témoignes. 
Dans cet étude, la réduction du niveau d'infection entre les lots semble avoir éJ 
essentiellement influencée par I'effet de la localisation des distincts groups de ruches, distribu( 
par rucher, la réduction entre classes probablement, semble avoir été sunout affectée par le typ 
de couplage auquel ont été soumises les reines. 
En considérant tous les résultats obtenus, on pense que Ies testes de nettoyage sont de 
techniques efficaces pour sélectionner le comportemcnt hygiénique des abeilles Iocale! 
lesquelles présentent une réponse positive, par rapport à ce caracrere. Néanmoins, 1 
programme de sélection et d'élevage de ces animaux, ayant par but la production de lignée 
nettoyeuses résistantes à l'Ascosferosis s'a présenté efficace mais comme auxiliaire aveJ 
d'autres mesures de contrôle de la maladie, cet-à-dire, avec les pratiques de conduite et le 
moyens pharmacologiques. Ce qui pou1Ta indiquer que, à l'heure actuelle, les mesures d1 
contrôle ne se basant que sur Ia génétique ne pennettent pas une solution rapide, simple et clai.n 
pour le traitement de cette maladie. 
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I - REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
1 
I - INTRODUCCIÓN 
La patología apícola es un área donde múltiples investigaciones se han desarrollado en 
los últimos anos debido ai agravamiento y a la difusión de enfennedades como la Varroasis y la 
Ascosferiosis, por todo el mundo. Su explosión en la actualidad, por lo menos en la Península 
Ibérica, refleja ya e! problema de la resistencia dei ácaro ante la variedad de fármacos 
disponibles en e! mercado y utilizables indistintamente (caso de la VarToasis) y refleja también el 
gran problema del car·ácter factorial de la micosis y aún la gran adaptabilidad de los hongos en 
general, en el estudio de medidas preventivas y que eviten la predisposición a Ia enfem1edad así 
como su difusión. 
Hay que recordar que la Varroasis puede ac tuar· como un vector de la Ascosferiosis de 
dos formas: una infestación por la Varroa puede destru ir las barreras dei mecanismo protecwr 
dei hospedador y debilitar su sistema inmunológico o porque las esporas dei hongo pueden 
estar unidas a la cutícula de los ácaros de la Varroa y entonces ocu rTe el padecimiento 
simultáneo de las dos enfennedades. 
Así, la Ascosferiosis se ha convertido en una de las principales enferrnedades de la 
apicultura actual y aún la primera desde el p unto de vista sanitario, pues su incidencia creciente 
en este sec tor ocasiona pérdidas económicas importantes que resultan de los re trasos en e l 
desarTollo de las colonias, de baj as importantes en las mismas, de una d isminución de las 
producc iones, de gastos de reposic ión. de tratamientos infructuosos, de pérdidas en los 
rendimientos agrícolas por polinizac ión y también de pérdidas de colmenares por desmotivación 
de algunos apicultores ante este s problemas. 
Hay que recordar también que en las colmenas y en las distintas abejas (domésticas y 
salvajes) se pueden enconn·ar varies tipos diferentes de hongos, pero son pocos los que causan 
enfennedades. Las dos especies conocidas, causantes de la Ascosfe1iosis en Apis mellifera son 
Ascosphaera apis y Ascosphaera major, dos variedades de hongos interfértiles y que puede n 
ser disti nguibles morfológicamente . Sin embargo, a la segunda variedad se atribuye una menor 
imponanc ia debido al bajo número de rela tos observados en la identificación de! agente 
patógeno causante de la enfe1medad. 
Sobre e ! cic lo biológico de Ascosphaera apis, se puede decir que hablamos de un 
hongo hetero tálico, cuya especial eso·uctura, refleja una de las dificultades de lucha conn·a esta 
enfe1medad. 
Actualmente, no hay ningun método de control, aceptado universalmente, que pueda 
lograr el conu·ol de Ascosphera apis y la investigación científica y práctica esta concentrando la 
lucha principalmente en dos caminos: la vía química y la genética. Por ello se hace necesar·io 
llevar a cabo un programa de selección y cría de reinas basado en el componamiento higién ico 
de las abejas, como un mecanismo de resistencia a la enfermedad. 
2 
Hay que evidenciar que un aspecto dei comportamiento higién ico es e! canibalismo 
sea, la ingestión por las abejas adultas de la cría enfe rma o muerta. En e l caso de 
Ascosferiosis nos referimos ai canibalismo ele las larvas. lo que junto con el desoperculado 
la celdilla y la extracción de las pupas, complementa este componamiento. 
Dos de las particularidades de estes insectos sociales son, por un lado el orig. 
partenogenético de los machos por lo que solamenre es posible conocer la procedenc 
genealógica de la hembra y por orro, que practican la poliandria asociada ai hecho de que 
fecundación oculTe durante el vuelo nupcial, conlleva la dificultad de con trolar !1 
acoplamientos y reseiia una de las ventajas de la inseminación instrumental. Así, la selección 1 
abejas es mucho más d ifícil que en mamíferos o pájaros porque el acoplamiento no puede s 
controlado y porque una reina se acopla con va ri es zánganos. por lo que es necesario 
aislamiento de colmenares de fecundación para garantizar e! hecho de que las líneas paternalt 
sean elegidas por el seleccionador, pero solamenre con la inseminación insn·umen tal pueden, I; 
líneas patemales, ser restringidas a machos específicos y pe1mite la posibi lidad de obtener , 
pleno control del acoplamiento para la aplicación de un programa de mejoramiento genétic 
eficaz. 
En la actualidad, donde lo que predomina es una apicultura modema de tipo movili st; 
la cría de reinas es un imponante instrumento, puesto que pe1mite la renovación de las reina 
se gún las necesidades de los apicultores. Hacer nuevas colonias y mejorar sus calidadel 
genéticas, implica una mejora de la capacidad de actuación de las abejas por el desanollo de st 
mejores rasgos y la e liminacón de los negativos, para obtener como resultado final coloni 
homogéneas bajo todos los aspectos . Todo este se traduce en un aumento de la producción 
incluso un medi o de ayuda en la lucha contra las enfe1medades. 
Así, la práctica de la cría de reinas e inseminación anificial es imprescinclible en este 
estuclio pues permite: 
- obtener reinas selectas que transmitan a la descendencia un fuene instinto de 
limpieza, 
- conseguir colonias resistentes a la Ascosferiosis como base para empezar un 
programa de selección, 
- mantener la pureza de las líneas de c1ía resistentes a la enfe1medad, 
- facilitar la sustitución de reinas resistentes como solución de manejo a la 
Ascosferiosis, 
- implementar un buen sistema de cría que permita la manutención de un "stock" d9 
reinas, 
- controlar las líneas patemas respecto a los caracteres en estuclio, 
- evaluar las reinas inseminadas con los machos elegidos de las colmenas madre. 
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EI empleo de la Inseminación A11ificial es un media aux iliar obligatorio en el trabajo de 
cría por selección y pane de manifiesto la imponancia de la realización de un estudio previo para 
conocer el componamiento de los ecotipos locales. Además, gracias a la inseminación 
instrumental, la genética de las abejas y la selección en apicultura, se hacen progresos 
imponantes en la cría y selección de unas abejas más resistentes a las enfermedades. 
Hasta e! momento la mayoría de los trabajos existentes sobre la resistencia a la 
Ascosferiosis en Apis mellzfera se basan en distintas formas de introducción dei agente 
patógeno para su detenninación y en escalas ocasiones se ha trabajado con colonias en que la 
infección ya esté presente. 
En e! presente u·abajo de investigación nos hemos propuesto contribuir para el combate 
de esta enfermedad y todos aquellos factores que parecen tener influencia en su aparición y 
propagación al elegir como principal carácter a seleccionar la resistencia a la Ascosferiosis. En 
este sentido intentaremos conocer a fondo este carácter previa a un programa de selección y c1ía 
de abejas resistentes a esta enfermedad. 
También trataremos de estudiar la influencia de las condiciones climáticas y de la 
"performance" de la colonia en el comportamiento higiénico para mejorar estas técnicas , para 
que se puedan detenninar de una f01ma práctica. 
1.1 - Ascosphaera apis EN LAS ABEJAS DE LA ESPECIE Apis·me/lifera L 
Dei punto de vista patológico, se trata de una enfermedad de la cría de las abejas, llamada 
Ascosferiosis y/o Encalada pero también conocida con los nombres de pollo ayesado o pollo 
escayolado (pollo y/o cría yesificado o calcificado). El agente patógeno causante de esta 
enfe1medad es el Ascosphaera apis. 
1.2 - ETIOLOGÍA 
Los hongos pertenecen a la clase de los Ascomycetos, a la família Ascosphaeraceae, 
orden Ascosphaerales y especie Ascosphaera spp. 
Según SKOU (1985) el gran intéres del estudio de los hongos del orden Ascosphaerales 
se basó en el uso cada vez más amplio de las abejas salvajes como polinizadoras de las plantas 
agrícolas y frutícolas , pero la razón ha sido debida al hecho de que estas abejas así como las 
abejas domésticas eran atacadas por los miembros de este orden de hongos . De los cuales, ya 
4 
son conocidas diez especies que viven como parásitas o saprófitas en asocíación con las abej 
melíferas o muchas otras especies de abejas solitarias (SKOU, 1983). Más tarde, BISSE1 
(1988) reali zó una clave con la descripción y la identificación de las once especies ( 
Ascosphaera corrien temente reconocidas. Sin embargo, SEGUÍ-CRESPO y col. (199· 
hicieron el primer catrasto de la micoflora en colmenas de abejas melíferas en Puerto Rico 
identificaron once géneros y veintiun especies de hongos, aislados de! fendo y la pared de h 
colmenas, polen, larvas y pupas de obreras y zánganos. Los mismos autores identificara 
como agentes patógenos de las abejas melíferas de Puerto Rico: Ascosphaera apis, Aspergi/h 
sp. y Mucor hiemalis. Lo que está de acuerdo con BISSETT (1988) quien relató que de u 
ensayo que inc luía momias de abej as de 12 estados de EE.UU., Canadá y Guatemal 
Ascosphaera apis fue la única especie Ascosphaera aislada. 
Así la presencia de estas hongos en las d istintas abejas (domésticas y salvajes) ha sid1 
mencionada en la bibliografía hace mucho tiempo, intentando identificar las especies de su 
agentes patógenos. 
En 1911 ya exis tían indicias de! hongo (Ascosphaera apis) que provocaba l; 
Ascosferiosis en las abejas de mie! (Apis mellifera) pero solamente fue descrito en 1921 
Mienn·as tanto, había sido confundido con el moho dei polen (Bertsia a!vel) (SKOU, 1985). 
El mismo autor afíade que estas dos especies eran los únicos miembros conocidos de 
orden Ascosphaerales hasta q ue MAURIZIO y PROKSCHL descubrieron dos variedades d( 
hongos que provocaban la Ascosfe1iosis. 
Lo que está de acuerdo con (MAURIZIO, 1935), citado por CARRERA y col. (1989: 
quien describió la identificación de dos formas no interfertiles y distinguibles por el tamano 
fmma y colar dei ascocisto, una de las cuales fue más tarde reclasificada y anibuida a la especie 
A. major (SKOU, 1985). No obstante, la otra fue originalmente conocida como Pericystis apis 
pero ahora reclasificada y llamada Ascosphaera apis (SPILTOIR, 1955; SPIL TOIR y OLIVE, 
1955; citados por BAILEY y BALL (1991)). 
Este hongo infec ta solamente larvas y causa la Ascosferiosis (TOUMANOFF, 1951; 
citado. por BAILEY y BALL, 1991; SPILTOIR y OUVE, 1955; citados por CARRERA y 
col. ,1987; CRANE, 1990; GILLIAM, 1989 y 1990; SHIMANUKI, 1992) en Apis melfzfera. 
Sin embargo, otras especies, tales como A. major también han sido relatadas como agentes 
causantes de la enfeimedad (PUERTA y col. 1989; GILLIAM, 1989 y 1990). 
Para confirmar estos datas PUER TA y col. (1989) realizaron un u·abajo de contribución 
para el estudio de la etio logía de la Ascosferiosis en Apis mel/zfera. Los autores observaron 
que, en 62 de las 75 muestras, A. apis producía larvas momificadas cuando éstas eran 
inoculadas oralmente con 50 000 esporas pero solamente 2 de las 75 larvas inoculadas con A. 
major se quedaron momificadas. Por otra parte, la virulencia de A. major tuvo un gran aumento 
5 
-cuando se reducía la cantidad de alimento a las larvas o cuando se disminuía la temperatura de la 
bej, cría de los 33 ° para los l8°C. 
ET Los resultados han suge1ido que la baja virulencia de las esporas de A. major podría ser la 
:s c razón del bajo número de relatos aislados de larvas enfermas con A. major. 
99: En lo que se refiere al ciclo biológico, se puede decu· que la Ascosfetiosis es una micosis 
1co producida por un hongo, cuyo aparato vegetativo de filamentos no tabicados lleva órganos 
e !c reproductores, machos sobre algunos filamentos y hembras en otros (DUCOS de LAHITTE, 
aro 1988 y JEAN-PROST, 1989). Cuando dos micelios de signo opuesto se encuentran, las hifas 
i!h, laterales sobre las cuales se forman los elementos sexuales, copulan y e! fruto de esta 
~ u. copulación son los cuerpos fructíferos sobre los cuales posteriormente se fonnan las ascas y a 
nal, su vez las esporas (MARÍN y col., (1987) y DUCOS de LAHITTE, 1988 ). El ciclo biológico 
de Ascosphaera apis ha sido estudiado, de forma a conocer las distintas etapas y su duración 
;;id1 temporal por MARÍN y col. (1987) quienes observaron, bajo las condiciones de cultivo "in 
su: vitro" a 22·c, que el tiempo mínimo requerido por el hongo para producir una segunda 
generación, es en términos generales, de un mes y media, como se puede observar en la figura 
l li 1. 
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Figura 1: Esquema del ciclo biológico de Ascosferiosis, adaptado de MARÍN y co1 
(1987). 
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-Lo que está en concordancia con lo que seiialaron CARRERA y col. ( 1989); GILLIA. 
(1990, 1991 ) y ALONSO RODRÍGUEZ y col. (1992) sobre la estructura de i hongo, quie11 
afirmaron que está constituída por esporas en e\ interior de ascas y éstas a su vez en el interi 
de cuerpos fructíferos o ascocistos y TOUMANOFF (1951; citado por BAILEY y BAU 
1991) afiade que aparecen en la superficie exterior de la cutícula de la larva. Los mismos auton 
consideran que este hecho hace muy difícil la lucha contra Ascosphaera apis y además con 
han afümado BAILEY y BALL (1990) y GILLIAM (1989 y 1990) su poder de infección puec 
pem1anecer por lo menos hasta los 15 ai1os o hasta los 38 anos. 
Cuando se abren los ascocistos, se liberan las esporas fo rmadas en su in terio r, qu 
podrán ser ingeridas por larvas y desencadenar la enfermedad (CARDENAL GAL VAN y col 
1990). 
Las esporas son muy resistentes, de modo que pueden acumularse en la colmena 
contaminar és ta paulatinamente. Éstas suelen germinar y desanollarse dentro del tubo digesriv 
de la cria lo que origina las momias (PUERTA y col., 1990). Se ha visto también que, el agem 
patógeno es heterotálico una vez que las esporas se forman solamente cuando dos clase 
diferentes de micelios sejunran (TOUMANOFF, 1951; citado por BAILEY y BALL, 1991, 
(DUCOS de LAHITTE, 1988; BISSETT, 1988; GILLIAM, 1989 y 1990 ), consecuentement 
las momias pueden ser blancas, grises o negras . 
El mecanismo de la propagación de la Ascosferiosis ha sido investigado y descrito po 
T AKAKI y col. (1985) como se puede observar en la figura 2. 
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Estos autores supusieron que la formación dei micelio ocutTía en el interior dei cuerpo de 
las larvas e hicieron medias de cultivo para testar el crecimiento y consecuentes cambias del 
agente patógeno. Sus resultados fueron comparados con otros datas que ha bían obtenido de la 
investigación patológica de los tejidos de las larvas infectadas, de un test de ocunencia de la 
patologia infecciosa de larvas nonnales, de la inspección de A. apis en los granas de polen y de 
la búsqueda del agente patógeno en las alas anormales de las abejas. Por lo cual, sugirieron en 
las conclusiones de su trabajo que la contaminación se puede iniciar por las abejas pecoreadoras 
y por él pillaje así como por las prácticas de manejo efectuadas por el apicultor. El aumento del 
número de las proesporas y proascas en el polen almacenado es e l resul tado del ambiente 
caliente y húmedo que las obreras mantienen en la colmena. También sugirieron que la cría es 
alimentada con el polen contaminado, que después de digerido libera las proesporas y las 
proascas. Así, las proesporas penetran por vía bucal en el cuerpo de las larvas a u-avés dei 
epitelio dei tramo digestivo y son absorbidas por el tejido graso, crecen y su multiplicación 
origina las proascas que provocan la desintegración de las celdas y tejidos. Al final ocurre la 
liberación y la dispersión de las proesporas y proascas y la cría muere como resultado de la 
desintegración de los tejidos y de una bacteriosis. Como las proascas se multiplican en el 
interior del cuerpo dei pollo mue1to, éste se queda castano oscuro y blando. Las proascas, en el 
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interior del cuerpo dei pollo, se juntan una a una y se alargan para formar el micelio. 1 
multiplicación delmicelio cambia los cuerpos en momias blancas, las cuales se quedan negra! 
momificadas a través ele la formación de los cuerpos fructíferos. Los mismos aurores sugien 
aclemás que A. apis (en la forma de proesporas y proascas) afecta a las abejas no sólo en 
período larvar sino que también en la fase de pupas y adultos y que la anomalía de las alas 1 
cuestión fue un disturbio funcional atribuído a la degeneración y desaparic ión dei tej i< 
muscular a lo largo dei período de pupa hasta e! periodo adulto. 
De acuerdo con un gran número de autores , esta enfennedad causa gran debilitamiento e 
las colonias afectadas y que una fonna ele combatirl a seria produci.r estirpes de abejas con bue 
componamiento higiénico. 
1.3- SÍNTOMAS Y DIAGNÓSTICO 
Los huevos y pupas no son tan susceptibles a la infección dei hongo como las larvas 
partir de los tres a cuatro días de edad (CARRERA y col., 1987; GILLIAM, 1991), y la 
prepupas, siendo la susceptibilidad mayor en las larvas más viejas (4 a 6 días) (CHANG : 
col., l989; GILLIAM, 1990). Paralelamente a este raciocínio, CRANE (1990) y BAILEY : 
BALL (1991 ), afirmaran que las larvas infectadas generalmente m ueren entre los primeros do· 
días después que sus celdas han sido opérculadas o bien como prepupas. 
Así, las momias son negras si en las larvas afectadas se han formado los ascocistos < 
blancas en las que só lo existen micelios de un signo (DUCOS de LAHITTE, 1988· 
SHIMANUKI, 1992; ALONSO RODRIGUEZ y col. , 1993a,b), lo que está de acuerdo cor 
JEAN-PROST (1989) y GILLIAM (1989 y 1990) quienes afirmaran que las larvas atacadas por 
una sóla clase de filamentos (micelios de un signo) mantienen su colar blanco incluso después 
de su muerte (momias blancas) y las que tienen filamentos macho y filamento s hembra se 
vuelven grises y después negras cuando el hongo forma sus órganos reproductores (momias 
negras). 
Se puede decir entonces que las larvas muertas se quedan inicialmente cubienas con los 
filamentos blancos de! micelio en crecimiento, (se hinchan) ocupando toda la celdilla para más 
tarde retraerse, quedarse duras y quizás cambiar de gris a negro si los ascocistos se han 
formado, o sea, se quedan momoficadas ( GILLIAM, 1990; BAILEY y BALL, 1991; 
CAL VET y col. 1992), esta refleja e! proceso global de la infección. 
DUCOS de LAHITTE (1988) y BAILEY y BALL (1991) también consideraron que las 
larvas de zánganos están más afectadas que las de las obreras pero no es infrecuente encontrar 
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-cuadros sólo con las larvas de obreras infectadas. Esta conexión nos recuerda lo que dijeron 
>. l GILUAM y V ANDENBERG (1990) que, debido ai factor enfriamiento, las larvas afectadas 
ras eran usualmente encontradas en la periferia da área de cría y por esta razón se creyó que 
lere solamente las larvas de zánganos estaban afectadas una vez que éstas estaban frecuentemente en 
:n la periferia de! nido de cría. 
rs t En relación a la sintomatología, CAL VET y col. ( 1992) y RAMÍREZ (1994) afinnaron 
!jid que es caracteiistico de esta enfennedad el ruído de tableteo al agitar los panales por golpeteo de 
las larvas, debido a su consistencia dura y poca adherencia a las paredes de la celda (DUCOS de 
LAHITIE, 1988). Otras características son la apmición de larvas en la piquera por limpieza de 
o e los panales afectados, pero las momias también pueden ser encontradas en e! fondo, al rededor 
Jue de la colmena y en e! suelo (DUCOS de LAHITIE, 1988 y RAMÍREZ, 1994); así como en las 
celdillas de la cría operculada y desoperculada (GILLIAM, 1989 y 1990), porque tanto las 
larvas jóvenes como las más viejas son susceptibles a la enfermedad y también porque algunas 
colonias de abejas operculan sus celdillas con larvas enfermas en vez de hacer su remoción. 
Este hecho potencializa la infección en la colmena, una vez que las momias se quedan 
almacenadas en las celdas operculadas. Por lo que, la remoción de las momias de la colmena 
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por las abejas Iimpiadoras es la mejor situación para minimizar este problema (GILLIAM, 
1989). 
A menudo, también se puede observar la dispersión de la cría, con grandes canridade? de 
celdas desoperculadas que dana la cría un aspecto de mosaico (DUCOS de LAHITIE, 1988; 
CALYET y co l. , 1992), lo que también es una fom1a de identificar esta enfermedad_ 
Otra interpretación es la de YEY (1990) cuando refirió que generalmente e l primer 
síntoma del desarrollo de la Ascosferiosis en la colmena es el aspecto amarillo de las larvas y 
que algunas se quedan amarillentas y una parte de éstas muestran manchas acastafiadas en la 
cutícula. 
En lo que se refiere al diagnóstico, se puede decir que generalmente éste está basado en su 
aspecto clínico-lesionai, una vez que es muy sencilla su observación macroscópica, pero la 
identificación precisa y rigurosa de la especie etiológica exige la intervención laboratorial y 
además, debido a la creciente lista de especies que integran el género de! agente patógeno así 
como la dificultad dei tratamiento "in vivo" dei proceso, podemos constatar que es muy 
complicado hacerlo. Lo que está en concordancia con GILLIAM y LORENZ (1995) : 
"Habitualmente, el diagnóstico dei pollo escayolado en una colmena de abejas melíferas sólo se 
basa en la presencia de larvas momificadas. Lo cual puede conducir a un diagnóstico inconecto, 
por ejemplo, dei pollo petrificado". 
Los mismos autores afíaden que las identificaciones incolTectas pueden surgir debido a 
una gran confusión causada por la variabilidad y superposición de las especies y de las 
características morfológicas de los hongos, siendo muy importante para la identificación el test 
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de acoplamiento, e! c ua l ex ige la separación de los tipos de acoplamiento del creci mie 
esporulado. 
Para confirma lo tenemos una multiplicidad de estudios morfológicos sobre el mi 
tema. 
CARRERA y col. (1 989) llevaron a cabo sus investigaciones morfológicas 
mmfomén·icas, para la determ.inación con la ayuda dei microscopio electrónico de banido de 
especie de hongo responsable de la Ascosferiosis en el no11e de Ital ia. Este u·abajo se centrar 
en la observación de la forma y dimensión de los ascocistos, a scas y esporas. Aunq ue 1 
métodos es tad ísticos cmpleados son muy simples, una vez que so lamente utilizaron el Test t 
Student para comparación de las medias de! diámetro de los ascocistos, realizaron una ingen 
labor de preparación de las muestras (larvas momificadas recogidas en diversas províncias 
Lombardía) para su observación microscópica. Usaron, también, la relación de valo 
encontrados por MA URIZIO (1935), SPIL TOIR y OLIYE (1955) y GOCHNA U ER 
MARGETTS (1979), en la comparación de sus datas, para una detenninación taxonómica 
con ec ta de la especie de! hongo, como se puede observar en la tabla n<? 1. Por lo q 
concluyeron, que el hongo responsable de la enfermedad e n el norte de Italia, pe1tenecía a 
especie Ascosphaera apis. 
Tabla nQ 1: Comparación de los carac teres mmfológicos medidos por CARRERA y 
(1989) y las cepas de referencia para Ascosphaera apis y Ascosphaera major. 
A. apis A. major Observada 
D iáme tro dei 
ascocisto 11m 46-87 86-200 42-84 
Diámetro de las 
ascas 11m 13-9.4 11 -20 12-1 8 
Dimensiones de 
las ascospora s o 
esporas 11m 2.3-2.8* 1.7-2.1 3.2-4.0* 1.3-1 .4 2.3-2.5* 1.6-1 .8 
Superfície 
externa de1 ascocisto Lisa con papilas Lisa Lisa con papilas 
Superfície intema Cubierta de papilas No existen datas Cubiena de papilas 
del ascocisto cristal o ides cristal o ides 
Ausencia de mem- Presencia de mem- Ausencia de mem-
Ascos12oras brana brana brana 
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1e11 Otro ejemplo, son los varias trabajos real izados por ALONSO RODRÍGUEZ y col. Estas 
autores, en sus estudios dei ai'ío 1992, concluyeron que las características morfológ icas son las 
1sn- observadas tanto en Ias cepas no esporuladas, en las que sólo existe micelio, como en las 
esporuladas, donde además se aprecian ascocistos, ascas y ascosporas. 
as Las hifas son rectas y lisas, con ramificaciones en general dicotómicas y septos gruesos, 
de que persisten tras el colapso dei micelio. Los ascocistos son esféricos, midiendo 46-87 f.tm de 
aliz diámetro (CARRERA y cal., 1989) o 40-11 O f.tm de diámetro con una media de diámetro de 70 
:: lc !J.m (B ISSETT, 1988). Lo que está en concordancia con DUCOS de LAHITTE (1988) quien 
L t 0 refirió que los cuerpos fruc tífero s difieren ség:un Ias especies, presentando en Ascvsphaera apis 
~em una gran variabilidad de tamaiio en un ra ngo de 32 a I 20 f-! 111 , según los auto res , y en 
1s d Ascvsphaera major los ascocistos de calor castaiio oscuro medían entre 60 a 200 f.l.111 . Lo que 
ore corrabora los estudios de TOUMANOFF (1951 ); citado por BAILEY y BALL (1991) quien 
:R anteriormente había referido que la meclida del diámen·o sería aproximadamente 60 IJ.m. El calor 
má de los ascocistos es verde oliváceo a parduzco (DUCOS de LAHITTE, 1988; GILLIAM, 1990 
qu, y ALONSO RODRÍGUEZ y col., 1992), y su ruptura evidencia la doble membrana que 
a l constituye su pared, con una grosor aproximado de 0.15 !J.m (CARRERA y col., 1989) y con 
una capa ex terna hialina y otra interna pigmentada. La cara ex tema de la pared de los ascocistos 
es lisa, aunque presentan a veces fracturas y abundantes pliegues en las formas inmaduras o 
col papilas, midiendo O. 7 f.!m como refiere CARRERA y col. (1989). La supe1f icie interna tiene 
muchas papilas pequenas y ctistaloides como aiiade CARRERA y col. (1989), midiendo 0. 19-
0.29 f.!m. Además, este último autor refiere que las ascas, de forma esférica, son formaciones 
compactas de esporas viscosas, midiendo 12-18 !J.m de diámetro, mienn·as que DUCOS de 
LAHITTE (1988) había referido que el tamafío de estas estmcturas variaba entre 7 a 19 f.!m con 
una media de 20 !J.m de diámeu·o (BISSETT, 1988) y en Ascosphaera major entre 9 a 24 f.!m. 
Lo que es tá de acuerdo con ALONSO RODRIGEZ y col. (1 992) quienes observaron, 
posteriormente, que estas estructuras presentan una gran va1iabilidad de tamano. A su vez, las 
esporas maduras tie nen una forma elipsoidal, con un pequeno achatamiento cenu·al y con las 
siguientes dimensiones 2.3-2.5xl.6-1. 8 f.!m (CARRERA y col.,1989) o 2.1 -3.9x l.l-1.7 !J.m 
(media 2.9x1.4) (BISSETT, 1988), mientras que las esporas de A. major tienen dimensiones 
superiores a 1.6 IJ.m. Según BISSETI (1988) el pequeno tamai'io dei ascoc isto y esporas 
distingue las dos especies así como también la aparente inexistencia de revestimento granular en 
A. major. 
Con el objetivo de profundizar en la vruiabilidad intraespecífica del agente patógeno de la 
Ascosfetiosis ALONSO RODRIGEZ y col. hicieron ou·o n·abajo en el ano 1994. Estudiando las 
actividades enzimáticas desan·olladas por 125 cepas de Ascosphaera apis, las 3 cepas de 
referencia y las cuau·o características morfoménicas: diámetro de ascoc istos y ascas, longitud y 
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grosor de ascosporas. Elaboraron una matriz de datos y utilizaron como tratamiento estadísti 
un Anális is de Componentes Principales para delimitar las variables que aponaban mal 
información, seguido de un Análisis Cluster para agrupar las diferentes cepas. 
Como resultado dei Análisis de Componentes Principales y de Cluster, se dedujo u 
gran homogeneidad existente entre las cepas de A. apis en cuanto a su dotación enzimática. s 
embargo, algunos de los resultados de! método semicuantitativo indicaron la existencia de u 
cierta variabilidad subespecífica dentro de esta especie la cual queda corroborada en el pri111 
análisis por el hecho de que la mayor varianza explicada sobre e! conjunto de cepas se deba 
los resultados de dichas actividades, en den·imento de! papel desempenado por las variables ( 
tipo morfométrico. En lo que se refiere a! análisis de Cluster el criterio enzimático 1 
preponderante cuando se establecen los distintos grupos de cepas, observándose dos grand1 
grupos. 
Los autores proponen que las actividades enzimáticas en las que se comprobase variació 
por el método senúcuantativo podrían ser sometidas a caracterización de isoenzimas mediante 
electroforesis en gel de acrilamida, ségun la técnica de (MAGHRABI y KISH. 1985), citad 
por ALONSO RODRÍGUEZ y col. (1994) y que por otra parte estas variac iones se debería 
aprovechar en los futuros estudios epidemiológicos y etiopatogénicos y además en los ó 
sensibilidad "in vitro" a antifúngicos. 
Sin embargo, ya otros trabajos preliminares (VEY, 1990; ALONSO y col. 1993) había 
demosu·ado una gran homogeneidad entre cepas de A. apis con la utilización de! sistema AP 
ZYM. Además, otros han sido hechos con la ayuda de marcadores enzimáticos; así, en 199 
GILLIAM y LORENZ observaron que el principal marcador enzimático era la valin 
aminopeptidasa la cual era producida por cepas no compatibles, pero que la beta-galactosidasa ~ 
la alfa-manosidasa serían también p osibles marcadores para las cepas compatibles y m 
compatibles, una vez que eran producidas por la mayoría de las cepas testadas y raramente po 
otros mohos asociados a las abejas. 
1.4- DISTRIBUCIÓN 
Ascosphaera apis es una enfermedad caracteiística de las regiones frías y humedas de 
mundo. 
Según CRANE, (1990) y BAILEY y BALL (1991), generalmente aparece en mucho! 
países de las zonas templadas dei hemisferio norte, pero solamente en algunos países de lo! 
trópicos o subtrópicos. 
La literatura sobre la ocunencia de la Ascosferiosis es bastante extensa. La primer: 
publicación que se refiere a esta enfermedad data dei inicio de los afíos 10, más concretamente 
en 1913 en Alemania por MASSEN (TA W ARA, 1985 y DUCOS de LAHITTE, 1988) y en & 
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primer cuarto dei siglo XX, solamente había sido re latada en Europa, (TA W ARA, 1985; 
líst1 GILLIAM, 1989 y 1990), respectivamenre en Escandinavia y Rusia (BETTS, I 932; citada por 
nay BAILEY y BALL, 1991). En estas fechas las enfermedades provocadas por los hongos eran 
descritas como "poco vulgares", "no siendo consideradas una amenaza por los apicultores" y 
o u de "poca importancia económica" (TOMASEC, I 955 y BAILEY, 1963 citados por 
a. S SULIMANOYIC (1989), GILLIAM (1990)). Sin embargo, anos después ya la Ascosferiosis 
e U' representaba 80% de los diagnósticos de micosis en apicultura (ILIESU , 1973). 
ri!l'1 Así GILLIAM Y V ANDENBERG (1990) dieron a conocer un resumen de varias autores 
eba que habían relatado la distribución de la Ascosferiosis en Europa, incluyendo las Is las 
les e Británicas. Como por ejemplo, MASSEN (1913), BETTS (1919, 1932, 1951), ZANDER 
2ü t (1919), ANDERSON (1934, 1938), MAURIZIO (1934), DREHER (1 938), DEANS (1940), 
lndt MORGENTHALER (1944), TABERLY y MONTEIRA (1961), ROUSSY (1962), BAILEY 
(1963a, 1968a), MCLELLAN (1964), GIAUFFRET y TALIERCIO (1967), BARTHEL 
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(1971), LUNDER (1972) y MATUS y SARBAK (1974). También SULIMANOYIC y col. 
(1985) y SULIMANOYIC (1989) relataron que relativamente a los últimos ai1os, en 
Yugoslavia e! primer diagnóstico de la enfermedad se hizo en 1976. En el ano siguiente 
KORDOS (citado por SULIMANOVIC y col., 1985 y SULIMANOYIC, 1989) inf01maron del 
elevado dano causado por ésta en Hungría. 
Seguidamente citamos algunos de los trabajos sobre la distríbución de la Ascosferiosis en 
otros continentes. 
Ya en e! ano de 1968, BAKER y TORCHIO (citados por GILLIAM y YANDENBERG, 
1990) hicieron la p1imera detección de A. apis, en Califomia (América del Norte) (GILLIAM, 
1989 y 1990; SHIMANUKI y col., 1992) . 
Ségun desc1ibe GILLIAM (1989 y 1990) en los 12 anos siguientes la enfermedad se 
propagá por todo el continente provocando dafíos considerables. Sin embargo, Australia parece 
ser una excepción, quizás debido en parte a las estrictas regias en lo que respecta a las 
impmtaciones. 
En el presente, se puede decir, que la Ascosferiosis es cosmopolita, como se puede ver en 
la tabla nº 2, según ha expuesto GILLIAM (1 989). 
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Tabla n~ 2: Distribución de la Ascosferiosis en e l mundo (GILUAM, 1989) 
ÁFRICA CARIBE 
Túnez Cuba 
AMÉRICA San Cristóbal y Nieves 
Argentina EUROPA 
Bel ice Austria 
Canadá Checoslovaquia 
Guatemala Dinamarca 
Honduras Francia 
México República Federal de Alemania 
EE.UU. Grecia 
Venezuela Hungría 
ASIA Irlanda 
Bunna Italia 
China Países Bajos I 
I.rán Noruega 
Japón Polonia 
Filipinas Espana 
Core a dei S ur Suecia 
Tailanctia Suiza 
AUSTRALASIA y OCEANÍA Reino Unido 
Nueva Zelanda URRS 
Hawai Yugoslavia 
SEAL (1957) (citado por GILLIAM y VANDENBERG, 1990 y BAILEY y BALL, 
1991) la notificó en Nueva Zelanda, sin embargo, solamente fue confirmada en 1984 
(MURRA Y, 1993). 
FURUYA y cal. (1981) y TAKATORI y TANAKA (1982) identificaron y relataron su 
ocunencia en Japón, aunque la primera noticia corresponde a HIROSE y col., en el aõo de 
1976, ségun TA WARA (1985). Esta no corrobora el estudio de KODOMA (1985) quien relató 
que la enfermedad fue detectada en Japón por primera vez en marzo dei afio de 1973, entre 
colonias que habían sido transferidas de Kagoshima Prefecture para Gifu Prefecture. 
ROSSI y CARRANZA (1980) (citados por GILLIAM y V ANDENBERG, 1990) la 
denuncian en Argentina . Lo que está de acuerdo con HEA TH (1985) quien dijo que só lo a 
partir de los anos setenta había sido detectada en Argentina, Japón, Filipinas, América Central y 
México. Así, HANLIN y SAUNDERS (1989) hicieron la descripción de la enfermedad en 
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Georgia (EE.UU.). Sin embargo, ya HITCHCOCK y CHRISTENSEN en 1972 habían hecho 
referencia a esta enfermedad en los EE. UU. según TA WARA (1985) y más tarde TABER y 
col. (1975) (citados por SULIMANOYIC, 1989) ya habían informado sobre su propagación 
por todos los EE.UU. con un incremento de! porcentaje de colmenas enfermas. 
Este mismo hecho también apareció como la primera aparición de A. opis en Canadá por 
GOCHNAUER y col. (1972) (citados por GILLIAM y YANDENBERG, 1990) y TA \VARA 
(1985). Sin embargo, HEA TH (1985) dijo que solamente a partir de 1970 fue ofici almente 
reconocida en los EE.UU. y Canadá. Un ejemplo puede ser el trabajo de NELSON y col. 
(1977), que inspeccionaron 5374 colonias en cinco províncias de Canadá y encontraron que 
32% tenían momias en los cuadros, además 72% de las colonias infectadas renían, cada una, 
menos de 10 celdas con Ascosferiosis. Observaron también que 33% de los paquetes de abejas 
y 20% de las colonias invernales tenían momias en el momento de la inspección y sugirieron 
que aunque no se hubiera demosu·ado experimentalmente, el número total de colonias incluídas 
podria indicar que la enfermedad afectaba la producción de miei. A continuac ión NELS ON y 
GOCHNAUER (1982) intentaron determinar el nível de infecc ión necesario para demostrar las 
pérdidas económicas relativamente a la cría y a la producción de miei y concluyeron que el nivel 
de pérdidas de cría variaba en un rango de 0,004 a 4% y que la producción de miei no estaba 
afectada con este nível de infección. Además ROSENTHAL y col. (1992) constataron, que el 
grado de infección de micosis apreciado según los signos exteriores de la enfermedad influía 
directamente en e! desarro11o de las colonias, lo que implicaba una disminuc ión de la cosecha 
obtenida. 
Hasta el momento, existen controversias en cuanto al origen y propagación de esta 
enfermedad enn·e países e incluso en lo que se refiere al interi01· de cualquier país. 
Así pues, un punto de vista es el de HEA TH (1985) para lo cual su detección quizás haya 
sido dehida al aumento de los conocimientos y al interés de los investigadores. Otros, como 
GOCHNAUER y col. (1975) y CONNOR (1 974b) (citados por GILLIAM y VANTIENBERG, 
.LL 1990 y GILLIAM 1989, 1990) han relatado la opinion expresada solamente por los apicultores 
98~ americanos, para los cuales posiblemente la enfennedad ha estado presente durante décadas 
pero ha sido considerada insignificante, lo que es muy improbable según GILLIAM (1989 y 
n SL 1990) en la medida que muchos microbiólogos e inspectores de colmenas han examinado las 
J de enfermedades de las abejas y harían su detección si estuviera presente. Otra idea es la 
:[até generalizada por varias autores que piensan que probablemente los hongos hayan sido 
ntre solamente introducidos recientemente, quizás en el polen importado o entonces como afirma 
GILLIAM (1990), su rápida propagación haya sido debida probablemente a la comercialización 
1) )e de re inas abejas embaladas industrialmente y a la trashumancia. Además, ou·as posibilidades 
lo ! también referidas por la misma autora son la función que se puede an·ibuir a las abejas solitarias 
·al ) o las abejas salvajes como reserva de inóculo para las abejas melíferas y también al hecho de 
ler 
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que quizás el hongo solamente haya sido introducido recientemente en el polen impottado 0 
reinas y abejas ilegalmente comercializadas. Otro fac tOr considerado en el incremento d 
imponancia de la Ascosferio sis ha sido la utilización excesiva de antibióticos y acaricict 
provocando el debilitamiento de las colonias de abejas por la disminución de la resis tencia 
las larvas a los hongos (SULIMANOVIC y coL, 1987; SULIMANOVIC, 1989). 
anteriormente SULIMANOVIC y col. (1985) habían referido que además dei uso excesivo 
los antibióticos un insuficiente cuidado en la selección de abejas serían los principales fac tor 
de la propagación de la Ascosferiosis. 
Continuan haciéndose estudios, una vez que existen muchas posibilidades que todavía 
han sido examinadas. Una invesrigación muy interesante es !a que hicieron MOSSADEGH 
ALIZADEH (1995) en 14 Proví ncias de Irán, sobre Apis mellifera y Apis j!orea .. Este estud 
se apoyó en las caracterís ticas morfológicas dei hongo y en el efecro de varias temperaturas ( 
e! crecimento medi o dei micelio, así como en la clasificación de 1 O variedades de estructur 
sexuales aisladas en I.rán cuando comparadas con cepas de referencia de Ascosphaera apis. 
También hay que tener en cuenta e! efecto dei estrés provocado por ou·as enfem1edadt 
que han ido aumentando, lo que origina un incremento en la incidencia de la Ascosferios 
debido ai debilitarniento de nuestras colonias de abejas. 
1.5- PROPAGACIÓN 
Esta enfermedad se transmite a través de las esporas de! hongo, siendo su período d 
propagación la primavera y e! otoi'ío (RAMIREZ, 1994). 
Las esporas, a su vez, son transmitidas por las reinas infectadas. obreras, poli! 
operculado y desoperculado de las colónias enfermas (HERBERT y col., 1977), polen y flore 
contaminadas, los matetiales contaminados de! apicultor, e! propio apicultor, por la deriva df 
las pecoreadoras y por el pillaje (OUCOS de LAHITTE. 1988; GILLIAM. 1989; MURRA Y 
1993). Este último autor anade que las esporas son pegajosas y pueden ser encontradas en la! 
flores, el polen, en la supetficie dei cuerpo de las pecoreadoras y en sus ventrículos. Ésta! 
contaminan incluso la miei, la cera y las colmenas (DUCOS de LAHITTE, 1988). A su vez 
GILLIAM (1989) ya había referido que éstas petmanecen viables en el polen por lo menos ur 
ano y en la miei pueden sobrevivir dos anos, lo que potencializa su poder de infección en la! 
prácticas de manejo. 
La Ascosferiosis es considerada una enfermedad factorial, una vez que son muchos lo! 
factores condicionantes para el desarrollo dei agen te patógeno y así GILLIAM (1989 y 19901 
los ha clasificado como esu·esantes y a la enfetmedad la denominá enfermedad relacionada cor 
el estrés y lo mismo piensan otros autores, como CRANE ( 1990) y GILLIAM ) 
V ANDERBERG (1990). 
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Vamos ahora hacer una retrospectiva de algunos de estas factores, que se recogen e n la 
01 tabla n° 3, según varios autores. 
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TABLA n<] 3: Factores de estrés relacionados con la Ascosferios is, bailados por diferent 
autores 
FACfOR DE ESTRES 
Mala ventilación en las colonias 
Colonias parcialmen te oc upadas a lo 
largo de! inviemo 
Temperaturas elevadas y humedad 
REFERENCIAS 
(CRAN"E, 1990) 
(GILLIAM, 1989 'i. 1990) 
(T ABER y GILLIAM, 1988) 
(GILL!AM. 1989 y 1990) 
(CARDENAL GALY ÁN, 1990) 
(CRANE. 1990) 
(GlLLIAM. 1989 y 1990) 
(BAILEY y BALL. 199 1) 
(DUCOS de LAHIITE. 1988) 
(TABER y GILLIAM. 1988) 
-·--··--······--.. -· .. ·-·····-·-·-· .. -·-··-··-·······---·-·- · ·-~--w..-~--- (G~LIAM. !989.1J22.Q.L ___ . ________ _ 
Colonias débiles (DUCOS de LAHITTE, 1988) 
Colonias con bajo grado de abejas 
adultas para cuidar de la cría 
Co lo nias debelitada s con otras 
enfermedades incluyendo el acáro Varroa 
jacobsoni 
Factores genéticos 
(CRANE. 1990) 
(GJLLIAM. 1989 y 1990) 
(DE JONG. 1976) 
(DUCOS de LAHIITE. I 988) 
(CRANE. 1990) 
(GILLIAM, 1989 y 1990) 
(GILLIAM y V Al\fOENBERG I 990) 
(MURRAY, 1993) 
(CHMIELEWSKI y GLINSKI. 1987) 
(GLINSKI. 1988) 
(T ABER y GILLIAM. 1988) 
(DUCOS de LAHITTE. 1988) 
(SULIMANOYIC. 1989) 
(GILLIAM. 1989 y 1990) 
(CRANE, 1990) 
(MOOSBECKHOFER. 1991) 
(MURRA Y. 1993) 
(SULIMANOYIC y col., 1985) 
(TABER y GILLIAM. 1988) 
(GILL!AI\1, 1989 y 1990) 
(MOOSBECKHOFER. 1991) 
-·-~lin~!1tación l~q~!9~~ --·-------·--J9 I!::LI.~M.:.!289 y_! 990) -~- ·--·-··---~--· 
Manipulación excesiva de las colonias (GILLIAM, 1989 y 1990) 
Deficiente aporte alimentício a la c1ia 
Déficit de polen 
(MOOSBECKHOFER, 1991) 
{BEFUS-NOGEL y col., 1992) 
(DE JONG, 1976) 
(HERBERT y col., 1977) 
(KOENIG, 1987) 
(TABER y GILLIAI\1, 1988) 
(GILLIAM.1989 y 1990) 
-~-:--:---~~-------:-~----:----~(=MlJRRA Y. 1993) 
Malas condiciones a lo largo de un (GILLIAM. 1989 y 1990) 
período para las pecoreadoras 
Pennuta de reinas, abejas adultas o c1ia 
Enfliamiento de las larvas 
El amplio uso de an tibióticos para 
combatir las enfe1medades de las abejas 
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(VEY. 1990) 
(GILLIAM, 1989 y 1990) 
(MURRAY. 1993) 
(SULIMANOYIC y col., 1985) 
(PRABUCKI y GORSKI, 1987) 
{DUCOS de LAHIITE, 1988) 
(GILLIAM. 1989 y 1990) 
:renl Para Crane (1990) existe evidencia de que las condiciones de humedad y una escasa 
ventilación en la colmena, así como los climas fríos fonnan parte de una serie de factores que 
favorecen la enfermedad y que pueden ser parcialmen te controlados por el apicultor 
(CARDENALGALYÁN, 1990). 
Otro de los factores predisponentes que merecen ser considerados es el padecimiento 
previa o simultáneo de enfennedades que debilitan la población adulta de Ias colonias (CRANE, 
1990). Lo que está ele acuerdo con otros trabajos preliminares. como por ejemplo, e l de 
GLINSKI (1988) que demonstrá que Varroa jacobsoni actuaba como vector de Ascosphaera 
apis. Las colonias infestadas con e! ácaro tenían una mayor incidencia de Ascosferiosis que 
aquellas que todavía no lo habían tenido, una vez que la infesración por V jacobsoni destruye 
las baneras del mecanismo protector del hospedador y debilita e! sistema inmunológico de las 
abejas Apis me!lzfera. Lo rnismo ha sido demostrado en trabajos más recienres como el de LIU 
(1996) quien aisló las esporas dei hongo de los ácaros de Yarroa por centrifugación en 
gradiente de Percoll disconrínuo, observando en una de Ias muestras una media de 3598 
esporas por áca.ro. Sus observaciones ai microscopia elecu·ónico de banido confim1aron que las 
esporas estaban unidas a la cutícula de los ácaros de Vw-roa jacobsoni. 
Así pues, tenemos que tener en cuenta que colonias fuenes con una buena alimentación 
(CRANE, 1990 y GILLIAM y YANDERBERG, 1990), en las cuales, la cría está bien 
calentada y estén con una buena situación sanitaria son menos susceptibles a sucumbir, que las 
colonias débiles con pocas abejas ad ultas para cu idar la cría y cubrir los cuadros de la colmena 
(CRANE, 1990; MURRA Y, 1993). BAILEY y BALL (1991) han afirmado que las rnicosis se 
agravan con las prácticas de manejo provocando pérdidas dei calor en las colonias, 
p1incipalmente en la primavera o en un verano precoz cuando la incidencia de la Ascosfe1iosis 
es más elevada. 
Un ejemplo de ésto es el trabajo desarrollado en Wisconsin, en el ano de 1987 por 
KOENIG sobre los factores que conu·ibuyen en la patogenecidad de la Ascosferiosis. Así 
estudió las incidencias estacionales en el desarrollo dei ciclo de la Ascosfeliosis y verificá que la 
enfemiedad inicialmente surgía a lo largo de la plimavera, teniendo su pico en e! mes de julio y 
después disminuía gradualmente en agosto y septiembre, con modelo similar al de la 
producción de la c1ia. Además, en sus resultados verificá también que los cuadros viejos con 
cría contribuían al desruTollo de la enfennedad y sugirió que su transrnisión pod1ia deberse a la 
contaminación de las fuentes del alimento, como el agua y e! polen. Una confilmación a estas 
resultados la obtuvó LUGANSKII (1988) en su estudio sobre la identificación dei hongo en el 
polen. Con este objeto realizó un cultivo en el media agar patata maltosa-dextrosa y Sabouraud 
e identificá los artrópodes que posiblemente infestan el polen y actúan como vectores de la 
enfermedad. 
Otro factor sugerido como contribuyente para la expresión de la enfermedad ha sido 
amplio uso de antibióticos para combatir las enfermedades de las abejas. Una vez que van 
autores han referido que los antibióticos podrían incrementar la incidencia de la Ascosferio 
debido a la perturbación de la microflora normal de las abejas (TOMASZEWSKA, 19( 
KEDRACKI, 1968; DANYSZ y JELIASZEWICZ, 1976; STASKIEWICZ y col. , l 9i 
HARTWIG, 1981; GORIN, 1983; citados por PRA B UCKI y GÓRSKI, 198 
SULIMANOYIC y col., 1985 y GILLIAM, 1989) (DUCOS de LAHITTE, 1988). Un eje111p 
es el trabajo de PRAB UCKI y GÓRSKI (1987) que testaron cómo diferentes dosis ( 
Fumagillin DCH administradas a las abejas en frecuencias diferentes, afectaban la estimulaci( 
dei crecimiento(desarrollo) de Ascosphaera apis. Uti lizaron un test x2 con el grado de confian; 
de P=O,O 1 y P==0,05 y para el análisis de las características cualitativas calcularon I( 
coeficientes de correlación, lo que les permitió afirmar que el modo de la administración d 
medicamento (spraying, feeding) no afecta ai desarrollo de la Ascosferiosis y un incremento e 
la dosis de Fumagillin DCH así como una mayor frecuencia de administración a las colonias c 
abejas inhibe e! crecimiento de Nosema apis y simultáneamente estimula e! desarrollo c 
Ascosphaera apis. Posteriormente, MURRA Y (1993) comentó que se desconoce con exactitu 
hasta que punto e! efecto sobre Ia Ascosferiosis de varias antibióticos utilizados en t 
tratamiento de ou·as enfermedades, puede estar relacionado con la mayor gravedad en I 
presentación de la enfermedad porque si unos afirman que el uso de la oxitetraciclina para t 
control de la loque americana puede aumentar la incidencia de la Ascosferiosis, otros rechaza 
este efecto. Lo que está en concordancia con TABARL Y (1962), SULAMINOVIC (1983) 
MENAPACE (1979) (citados por DUCOS de LAHin'E, 1988) y MENAPACE y HALE 
(1979) (citados por CARDENAL GAL V ÁN, 1990) quienes demostraron que e! uso d 
oxitetraciclina y tenamicina-R una vez comenzado e! proceso, no lo agravaba. Por otra parte 
MURRA Y (1993) afiade que observaciones no fundamentadas de apicultores de Nueva Zeland 
sugieren que el uso de! Fumidil B para e! control de Nosema apis también podría aumentar li 
incidencia de la Ascosferiosis. 
Es interesante resefíar también el trabajo de BEFUS-NOGEL y col. (1992), sobre e 
efecto de algunos disturbios en la colmena como el cambio de posición dei nido de c1ia y li 
manipulación de los cuadros, en los niveles de Ascosferiosis. Primero formaron cuau·o grupo: 
con 16 colmenas similares, a las cuales dieron momias a excepción dei grupo testigo. Esto. 
autores verificaron que el valor media más elevado de momias por semana, se dió en 13! 
colonias con mayor grado de manipulación. Sin embargo, los resultados no aponaror 
diferencias estadísticamente significativas relativamente a la gran variación entre colonial 
sometidas a diferentes niveles de manipulación. Esto podria indicar que los disturbios en I~ 
colonia, como por ejemplo, poner miel en el medio dei nido de cría quizás han interrumpido I! 
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comunicación y han reducido la alimentación a las larvas, lo que ha provocado estrés a la 
colonia y ha aumentado el nível de la enfermedad. 
Estos datos corraboran la afirmación hecha anteriormente por DUCOS de LAHITTE 
(1988) quien refirió que las prácticas apícolas, como el cambio de los cuadros podrían 
favorecer la contaminación por la propagación de las esporas y a menudo por e! desiqui lí brio 
provocado en la relación población adulta/cría. 
Aun en lo referente a este punto, merece ser destacada según CARDENAL GAL V ÁN 
(1990) el hecho de que la puesta inegular de Ias reinas viejas o insuficientemente fecundadas, 
que determina colmenas zanganeras en las que el camino está abie1to para la aparición de otros 
procesos patológicos y conduce inevitablemente a la extinción de la colonia ai actuar el agen te 
patógeno, así como el efecto de ciertos acaricidas y pestic idas que pueden condic ionar y 
predispor la cría para la acción fúngica. 
Actualmente, se sabe que el hongo Ascosphaera apis se propaga por las esporas, pero la 
vía de entrada para iniciar la infección no está claramente definida. 
Para entender correctamente este hecho vamos analizar las dos hipótes is principales 
consideradas por nosotros, según la bibliografía estudiada: la primera es que la enfermedad se 
puede producir por la vía digestiva, o sea, con la ingestión de las esporas dei hongo y su 
germinación en el aparato digestivo, para después emerger y crecer en la superfície del cuerpo 
de las larvas, donde se inicia el proceso infeccioso; la siguiente es que ésta se puede p1'9ducir a 
través de la cutícula, o sea, con la germinción de las esporas y su crecimiento a traves de la 
superfície dei cuerpo de las abejas. 
MAURIZIO (1934) (citado porTAKAKI y col., 1985 y por BAILEY y BALL, 199 1), 
TAKAKI y col. (1985), CARRERA y cal. (1987), HEATH y GAZE (1987) (citados por 
BAILEY y BALL, 1991), BAMFORD (1987), BAMFORD y HEATH (1989a,b), GILLIAM 
(1989; 1990 y 1991) y ALONSO y col. (1993) propusieron que la enfermedad (infección) se 
puede produci.r tanto por la vía digestiva como a través de la cutícula. 
Lo que ha sido demostrado por CARRERA y col. (1987) en sus estudios histológicos 
sobre el des<mollo de l agente patógeno en el interior de las larvas de Apis mel!tfera ligustica. 
Estas autores apoyan la teoría de que el desanollo dei parásito se inicia en la porción media dei 
intestino, donde las ascosporas llegan con el alimento, probablemente activadas por el C02 y 
particularmente en la porción posterior dei mismo como aíi.ade GILLIAM (1989 y 1990), y que 
este tramo solamente puede ser observado cuando la infección esta en una fase intermedia. Sus 
células muestran alteraciones, principalmente vacuolizaciones, lo cual cambia completamente la 
aparencia histológica normal de estas células. Observaron también que todas las larvas con 
presencia de micelio, que fueron analizadas histológicamente, tenían por lo menos cuatro días 
de edad y que en este tiempo el hongo ya había invadido todo el cuerpo de la larva y aparecía en 
su supe1ficie . Por lo cual han sugerido, en sus resultados, que el momento más favorable para 
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la genninación de las esporas es imediatamente antes de la operculación y que e l desarrollo d 
hongo ocu1Te en el espacio de 24 horas. En esta fase dei desaJTollo de la larva, la porción med 
dei intestino (que hasta ahora estaba cerrado) se abre en la porción te rminal de i intesti no 
evacua sus contenidos a través dei ano a las paredes de los alveolos. Además también sugien 
que este cambio estructural acompafiado dei incremiento de la circulación de oxígeno pu~ 
estimular la proliferación dei agente patógeno a través de los tejidos. Estos datos confirma11 
trabajo histológico, que realizaron BAMFORD y HEATH (1989b) quienes observaron q ue , 
revés de lo que ocuiTe en otros géneros de micopatógenos la membrana peritrófica no func ion 
como una barrera a la infección por A. apis y consecuentemente e l micel io se propaga a rravi 
dei hemocele, y después las hifas penetran el tegumento, aparecen y crecen en la supe1ficie 
cuerpo de Ias larvas. 
Paralelamente a la primera hipátesis, ALONSO y col. (1993) consagran pane de 
trabajo, sobre el complejo enzimático de Ascosphaera apis y el desatTollo de la infección 
hongo en Apis mellifera, a la detenninación dei mecanismo de peneu·acián en la cutícula 
Con esta fin alidad, realizaron una ingente labor de recogida de cadáveres momi fic 
procedentes de 47 brotes de Ascosferiosis producidos en otros tantos colmenares de I 
comunidades autónomas de Espana y utilizaron tres cepas de referencia según los meto 
cualitativos y semicuantitativos (API ZYM® , BioMérieux). Así propusieron la teoría de que 
ex istencia de la accián enzimática de la acetil glucosaminidasa que degradan los monámeros 
la N-acetil glucosamina que fonnan pane de la quitina, principal constituyente de la cu 
ayudada por alguna presión mecánica de las hifas cuando éstas se forman en el in terior 
cuerpo de las larvas puede explicar como el hongo atraviesa la cutícula. 
Otra explicación posible, basada en la segunda hipótesis, es la que resefia VEY (19 
quien tomá muestras de los diferentes tramas del intestino de las abejas y los inoculá en 
medio malta-aga.r y enconu·á que ninguna cepa de A. apis se desanollaba en este medio y 
misma conclusián obtuvo en estudios histopatológicos, o sea, no se detectá ningún grupo 
esporas del agente patágeno en el tramo digestivo. 
Al revés dei trabajo de BAMFORD (1987), quien encontrá que las esporas no 
activaban en la supe1ficie de la cutícula de las larvas. Sin embargo, VEY (1990) en su es t 
sobre la evolucián espontánea de la Ascosferiosis detectá que la vía de penetracián dei 
patágeno solamente había sido observada en la supe1ficie de la cutícula y que una posibilidad 
su u·ansmisión era la transferencia de las esporas adherentes a las cerdas de las abejas. 
Por tanto, hay una gran controversia relativamente a este punto, pero se puede decir q 
parece existir una fuene relacián entre la propagación por la vía digestiva y a u·avés de 
cutícula, aunque oa·as f01mas hayan sido sugeridas para dicha contaminación. 
Un ejemplo puede ser el trabajo de KOENIG y col. (1986) que han demonstrado 
cada larva que mulió por Ascosferiosis había producido ascoscistos con 108-1 Q9 esporas y q 
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muchos de éstos eran depositados fuera de las colonias por las abej as limpiadoras cuando 
retiraban las larvas muenas de sus celdas, pero muchas colonias hacían la diseminación por las 
abejas nodrizas o se quedaban almacenadas en e! alimento y especialmente en los cuadros de 
cría. 
Sin embargo, CRANE (1990) aiiade que es más probable que las esporas viables dei 
hongo estén presentes y genninen porque las condiciones lo penniten de que sean transmitidas 
a cualquier otra pa11e. 
Una particularidad sobre Ia naturaleza de la infección describen varies autores estudiando 
la influencia de Ia temperatura y otras variables, como el pH, en el ciclo biológico de 
Ascosphaera apis. 
Así, ya MAURIZIO (1934) (citado por BAILEY y BALL, 1991) considerá que e! agente 
patógeno crece mejor en Ias larvas enfriadas levemente, siendo la temperatura óptima para el 
crecimiento y la formación de los cuerpos fmctíferos de 3o·c. 
BAILEY (1967b) (citado por BAILEY y BALL, I 991) profundizó en estes estudios de 
MAURIZIO (1934) sobre la naturaleza de la infección y realizá experimentos que demosn·aron 
que la cría es mucho más susceptible cuando se enfría inmediatamente después de la 
operculación. El enfriamiento puede ser solamente una pequena reducción, en pocas horas, de 
la temperatura dei range normal de 35·c a los 3o·c (MURRA Y, 1993). Lo cual puede ocunir 
facilmente incluso en los climas cálidos, en Ias colonias que han teni.do temporalmente pocas 
abejas adultas para incubar su cria. Probablemente las larvas se enfrian al principio dei verano 
cuando las colonias están creciendo y las larvas de los machos sufren más, una vez que están en 
la periferia del nido de cría. Lo que está en concordancia con u·abajos posteriores (HEA TH, 
1982a,b; KOENIG y co1.,1987) citados por BAILEY y BALL (1991) (MURRA Y, 1993) que 
aiiaden que la Ascosferiosis se agrava también cuando la razón cría/abejas adultas es elevada . 
Paralelamente a estas trabajos, BAMFORD y HEA TH (1989a) establecieron que los 3 estadias 
de germinación del hongo eran independientes del pH en un range de 5-7 ,8, y de la temperatura 
en los rangos respectivamente de l0-4o·c, 25-4o·c y 25 a 3TC. 
Además, BAILEY y BALL (1991) refieren que otros factores no letales, como son 
infecciones por virus, bactelias, intoxicaciones (envenenamientos) o incluso una alimentación 
inadecuada por las abejas nodrizas enfermas puede provocar el mismo hecho que el 
enfliamiento, por la reducción del número de las larvas. 
1.6- TRATAMIENTO 
Hasta el momento, no hay ningún agente químico-terapeútico que sea universalmente 
aceptado para uso contra la Ascosferiosis en las abejas melíferas, ni tan poco están definidos los 
factores de estrés en las diferentes áreas geográficas que puedan dar una respuesta eficaz contra 
esta enfermedad. 
Estas hechos expresan muy claramente la necesidad que tenemos ho y en día ele encontrar 
medidas de contrai que puedan lograr la resolución de este problema. 
Según GILLIAM (1990) y MURRA Y (l993) la búsqueda sobre el contrai de la 
Ascosferiosis ha sido concentrada en tres áreas: a) la química incluyendo los fumigantes, 
antisépticos, preservativos y drogas antirnicóticas; b) las prácticas de manejo y c) la genética de 
las abejas. 
Siguiendo este orden, empezamos por hacer una retrospectiva de lo hecho hasta ahora. 
Sin embargo, nosotros haremos un estudio más profundo en lo que respecta a las prácticas de 
manejo y a la genética de las abejas, una vez que pensamos que la principal vía de contrai es la 
lucha biológica. 
Así en la tabla nQ 4 se recogen algunos de los autores que han trabajado en e! control 
químico de la Ascosferiosis, desde 1932 hasta 1995 , y las técnicas y productos químicos que 
emplearon. 
TABLA n!:! 4: Relación de algunos autores que han investigado en el contrai químico 
Ascosphaera apis 
AUTOR 
KENWARD citado por 
GILL IAM y 
VANDENBERG 
GIAUFFRET y col. 
THOMAS y LUCE 
CANTWELL y col. 
GOCHNAUER y col. 
MABUCHl 
citados por GILLIAM y 
YANDENBERG 
GLINSKI y cal. 
JENKO y cal. 
GLINSKI y col. 
COLIN y col. 
JENKO y cal. 
VLAMINCK y VAN 
DENBRANDE 
SULIMANOYIC y col. 
SULIMANOYIC 
LIU 
YOSHlDA 
NAKANE 
KAWA 
y KAJI-
F HA 
1932 
(1990) 
1969 
1972 
1975 
1980 
1982 
(1990) 
1984 
1990 
1986 
1989 
199 1 
1988 
1987 
1989 
1995 
1985 
1985 
AGENTE ÍMICO 
Humo de Sulfuro o 
Formal i na 
Oxido de etileno 
Nystatina 
Sal N-Metil gluca-
mina de N-Giucosy-
lopolifunginc (1'\MG) 
Aceites cse nciales 
derivados de la Família 
Labiaceae 
Yukoluch-A y As-
kocidin (formulación dei 
ácido trichloroiso-
cianúrico) 
ácido acético 
Enilconazole 
Azadirachta 
Productos de la 
fermentación de los ácidos 
orgánicos (POF) 
lO desinfectantes: y 2 
antifúngicos: PYC 
(compuesto propiónico de 
vermiculita) y formaldehido 
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DESCRIPCIÓN 
Utilizó la exposi-
ción de los cuadros 
después de remover las 
larvas 
Utilizaro n la 
fumignción de los panalcs 
con oxido de etileno 
Estudios dei efecto de 
la Nystatina en e! control 
de la Ascosferiosis 
Estudios de la in-
fluencia dei antibiótico 
( N M G) sobre las larvas y 
obre ras de la A p i s 
mellifera L. 
Describe la aclividad 
de los aceites esenciales 
de dos variedades de 
Labiaceae en la A. apis y 
su tratamiento en un 
colmenar 
Describe dos test de 
evaporación con la 
utilización dei Asko-
cidin y Yukoluch-A y un 
experimento basado en la 
utilización dei ácido 
acético y dei Yukoluch-A 
para la desinfección de los 
cuadros 
Estudios dei com-
puesto E nil conazol 
utilizado como trata-
miento curativo y 
preventivo de la 
Ascosfet;osis 
Estudio dei posible 
con trai de la Ascos-
feriosis con el extracto de 
Azadirachta 
Describe tres métodos 
de valoración dei POF 
para su posible 
utilización en la 
prevención de la A. apis y 
V. jacobsoni 
Testaron varias 
desinfectantes y anti-
fúngicos para selección de 
los más efectivos en la 
prevención de la A. apis _ 
de 
s 
s 
Bajo características diferentes y presentaciones variadas, muchos fumigantes, así como 
antimicóticos, antisépticos y desinfectantes los restaron varios autores para su posible 
utilización en el tratamiento de Ia Ascosferiosis. 
KENWARD (1932) (citado por GILLIAM y YANDENBERG, 1990) sugirió Ia 
exposición de los cuadros a los rayos solares o la fumigación con humo de sulfuro o formal ina 
ai 40%, después de retirar las momias. 
Ha sido utilizada anos después, la fumigación con óxido de etileno y conclúyese que 
mataba A. apis en los cuad.ros infectados (GIAUFFRET y col., 1969; THOMAS y LUCE, 
1972; CANTWELL y col., 1975; GOCHNAUER y col., 198-o- y MABUCHI, 1982) citados 
por GILLIAM y YANDENBERG (1990)). También DUCOS de LAHITTE (!988) senaló la 
utilización dei ·oxido de etileno para la desinfección de! material apícola, 15 horas a 22°C o 30 
minutos a 3YC. 
Otro ejemplo de utilización de desinfectantes es el experimento de TA W ARA ( 1985) 
quien testá el posible efecto de! gas hipocl01ito resultante de la reacción de! ácido trichloroiso-
cianúrico (tlichlminated isocyanuric acid) con una cantidad apropiada de agua. La aplicación de 
un análisis de varianza al número de pollo infectado en el grupo conu·o l revelá que Ias 
diferencias observadas son significativas (P:s;O,Ol) para el test químico, por lo cual presumió 
que ésto inhibía el crecimiento de las esporas. Además concluyó que como la concentración 
residual de cloro en la mie! era inelevante, probablemente no pe1judicaba la salud humana y 
además como no hay ningún método práctico para prevención de la Ascosferios is este sería 
adecuado para Ia prevención de la enfennedad en desa1Tollo o para el tratamiento de las colonias 
infectadas con diferentes dosis de! químico. 
Por otra parte, muchos antimicóticos han sido testados para su posible utilización en el 
tratamiento de la Ascosferiosis así como antisépticos y desinfectantes, sin embargo, si unos 
revelan alguna eficacia otros no son estables o son tóxicos y otros, además, no impiden el 
crecimiento de1 hongo. Un ejemplo es el experimento de GIAUFFRET y T ALIERCIO (1967) 
(citado por GILLIAM y VANDENBERG, 1990) sobre el uso de antisépticos, en el cual se ha 
comprobado que éstos eran más estables pero más tóxicos para las abejas que los antimicóticos. 
Ya en el ano de 1982, FAUCON y col. (citados por GILLIAM y YANDENBERG, 1990) 
usaron el bromuro de metilo para la fumigación de los componentes de la colmena, pero 
resíduos químicos fueron encontrados en la cera y la madera. En el mismo ano, HEATH (citado 
por BAILEY y BALL (1991), registrá más de 30 productos químicos que posiblemente serían 
adecuados para e1 control de la micosis o por lo menos para inhibir A. apis en cultivo. Sin 
embargo, la persistencia de las esporas, probablemente, no permitió la enadicación de la 
enfermedad. Un ejemplo de los productos químicos registrados por HEATH (1982) se reflejan 
en e l experimento de TOMAC y col. (1982) (citados por SULIMANOYIC, 1989) que 
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obtuvieron buenos resultados en los colmenares con la utilización dei ácido ascórbico y 
benzoato de sodio ( Na-benzoat) en el tratamiento de esta enfennedad, pero en los test "in v j~ 
ningún efecto fue observado. Este hecho ha sido justificado por el incremento de la resiste11; 
de las colonias de abeja~. 
A su vez, GLINSKI y OSIPOWSKI (1984) determinaron la sensibilidad de 145 cepas 
Ascosphaera apis, aisladas de larvas con síntomas de Ascosferiosis, a! nystatin, verificando u 
gran similitud m01fológica, de cultivo y bioqúímica. En la práctica han obtenido los mej01 
resultados con la pulverización de las colonias infectadas con un jarabe (30 mg de nystatin 
0,5 litros), después de retirar los cuad.ros de cría infectados. Más tarde DUCOS de LAHITI 
(1988) refirió que este producto era poco tóxico para las abejas, pero inestable en solución, p 
lo que había la necesidad de hacer aplicaciones repetidas y que tenía como principal limitaci· 
su precw. 
La descripción dei uso de timo! para prevenir e inhibir e! crecimiento de A. apis tambit 
ha sido experimentado, no obstante, fue muy imprecisa, ya que no hay concordancia en 
porcentaje de solución utilizada ni en el tiempo y fmma de su utilización. 
Otro ejemplo de las va1ias drogas que han sido testadas para su posible aplicación a 1. 
colonias enfermas, se refleja en el experimento de NAKANE y col. (1985). Estas autort 
midieron e! efecto de inhibición de varias antimicóticos volátiles y desinfectantes sobre • 
crecimiento de Ascosphaera apis. Con base en sus resultados el igieron como desinfectante 
invert soap QAC (compuesto cuaternario de amonio) y como antifúngicos el PYC (compuest 
propiónico de vermiculira) y el fonnaldehido una vez que presentaban un efecto de inhibició 
sobre el crecimiento de A. apis superior a los demás. Por ou·a parte, en el tratamiento de lê 
colonias contaminadas, ambas drogas eliminaban la Ascosferiosis en un período de 3 a 
semanas, sin observarse ninguna anormalidad. Sin embargo, los autores han sugerido que S(} 
necesruios más estudios, incluso, sobre el período de tratamiento y su efecto sobre las abeja 
para una utilización más efectiva de las drogas refe1idas. 
A su vez YOSHIDA (1985) observó que cuando se inicia el flujo de nectar y la miei y e 
polen son recogidos para la colmena, las obreras se alimentan de miel y néctar y segregan lech~ 
y jalea real, las cuales contienen g:ran cantidad de ácidos orgánicos pru·a alimentar y criar su criE 
Simultáneamente con el aumento de la población y la actividad de la colonia, la apruición de i 
Ascosferiosis y de la Varroasis disminuye, observándose principalmente en el pollo d 
zángano. AI revés, cuando acaba el flujo de nectar las colonias se quedan debilitadas y las dO; 
enfermedades son más corrientes en la cria de obreras. Consecuentemente el autor notó que I. 
resistencia a estas enfermedades variaba con la cantidad de secreción láctea y jalea real por la: 
obreras y como estas secreciones contíenen muchos ácidos orgánicos, entonces el autor produjc 
artificialmente los ácidos orgánicos pru·a adminisn·ru·los a las abejas. En sus resultados demostri 
la eficacia del POF en la inhibición de la Ascosferiosis y en la eliminación de la Vanoasis ~ 
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tamb ién verificá que su uti lización activaba a las abejas con e l consecuente aumen to de la 
poblac ión y que no provacaba problemas higiénicos a la miei y a la jalea real, pero más estud ios 
serán necesarios sobre la composición dei produto POF para mejorar su eficacia y su precio. 
Otra sustancia antifúngica que ha sido descrita en el tratamiento de esta enfem1edad, es e l 
enilconazole. Su eficacia ha sido testada por SULIMANOVIC y col. (1987) en ensayos de 
campo después de la obtención de buenos resu ltados laboratoriales, siendo recomendado su uso 
en spray en las colmenas más afectadas y la fumigación en las restantes así como método de 
prevenc ión para todas las co lmenas q ue fueron tratadas con acaricidas contra la VmToasis. Sin 
embargo, DUCOS de LAHITTE (1988) a iiadió que aunque sea activo "in vi tro" sobre e ! 
micelio de la A. apis. se queda inutilizable en condiciones de campo , debido a s u baja 
aceptació n por las abejas . .Más tarde fue ofic ialmente registrada en Yugoslavia con e l nombre 
come rcial ''Ascomizol" pero, debido a problemas técnicos no ha sido comercializado 
(SULIMANOVIC. I 989). Posteriormente, en un estudio "in vitro" sobre la eficacia de una 
serie de fu ngicidas realizado en Espana por CARDENAL y co l. (1990) estos obtuvieron en sus 
resul tados que el Enilconazole estaba entre los fungícídas que tenían mayor eficacia, pero que 
otros estudios deberían de ser hechos, como por ejemplo la eval uación de la toxicidad para la 
cría y estudios sobre los resíduos en los productos apíco las para poder ha.blar de un producto 
que ayude a combatir este proceso. Ya, en lo que concierne a su toxicidad. (JOSA, 1997 
comunicación personal) encuetma que este producto produce mortalidad en reinas. Lo que pane 
de manifiesto una gran dificultad sobre su aplicabilidad en la práctica. . 
Orra investigación muy interesan te sobre el conrrol de la Ascosfeliosis es la que hizo LIU 
(1995) en Canadá. El estudio se llevó a cabo alimentando colonias de abejas (Apis melllfera) 
con azadirachta, extracto dei árbol "amargoseira", A:adirachta indica (Le!ia azadirachta) en la 
proporción de l mi o 2 ml "Margosan-0" (3000ppm a.i.)/litro de jarabe de azúcar. El autor 
constatá en sus resultados, que las colonias produjeron menos momias (Ascosphaera apis), 
bajaron los niveles de esporas de Nosema apis y produjeron más miei y colectaran más polen 
que las colonias restigo . Por otra parte la Azadirachta afiadida a un medio de crecimiento inhibe 
el crecimiento y desarrollo de la Ascosferiosis. 
Otra panicularidad en lo que concierne ai contrai de la Ascosferiosis es la utilización de 
microrganismos antagónicos, para inhibir al agente patógeno, que hacen parte de la microflora 
normal de las colonias de abejas , siendo ais lados la mayor pan e de estos mohos dei pan de las 
abej as como refirió GILLIAM (1990). La misma autora aõade que fueron aisladas 27 especies 
de bacterias penencicntes al género Bacillus las cuales también inhiben A. apis y que todas 
ellas son microrganismos no1males asociados con la miei. Lo que podría indicar que las abejas, 
incluso Apis mell1fera quizás puedan utilizar los Bacillus spp. para el procesamiento y 
con servación dei alimento almacenado con el fin de evitar su detere01·o y contaminación, 
pcuticulannente con hongos. 
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Posteriormente, otro estudio interesante fue el que hicieron SHIMANUKI y co l. ( 1 9~ 
quienes demostraron que sustancias antimicrobióticas son producidas por A. apis cuan· 
extractos alcohólicos (etanol o metanol solventes) de mezclas de micelio y esporas inhibían 
crecimiento en cultivo de Melilows pluton y Bacil!us larvae, consecuentemente otros estudi 
fueron iniciados en el intento de identificar los compuestos activos relacionados. Por lo q. 
FELDLAUFER y cal. (1993a) relataron el aislamiento y la identificación del ácido linoleit 
como el compuesto antimicrobiano principal de Ascosphaera apis. En la continuidad de estr 
estudios FELDLAUFER y cal. (1993b) testaron varias ácidos libres saturados e insaturadc 
para estudiar su actividad antibiótica en el contrai de i Bacillus /an·ae en la ten tativa c 
correlacionar la actividad ant ibiótica con la estructura de los ácidos grasos. Estos autort 
demostraron que éstos inhiben el crecimiento de la bacteria que provoca la loque americana, ! 
que podrá estimular el esrudjo de su aplicación práctica en la prevención de esta enfennedad. 
Además GILLI AM y YANDENBERG (1990) han sugerido que serán necesarias m~ 
investigaciones en el contrai químjco y además garantizar que los resíduos químicos no vayan 
contaminar los productos de la colmena. 
Resumiendo: hasta ahora el contra! a través de los tratamientos químicos presenta I() 
siguientes problemas: muchos de estas esfuerzos no han tenido éxito debido a una variedad d· 
dificultades como son la toxicidad, la inestabilidad de los compuestos testados y la carencia d 
aceptación por las abejas. Otra limitación es e! hecho de que muchos trabajos publicados qut 
incluyen resultados de campo no son repetibles de una región para ou·a. Además, los producto. 
químicos que inhiben el agente patógeno "in vitro" no controlan la enfermedad "in vivo" o a 
revés. Por otra parte, algunos de estos productos requieren procedimientos laboriosos para lm 
apicultores que tienen muchas colmenas y generalmenre tienen un precio muy alto. 
Otra de las soluciones que se ha aconsejado para el conu·ol de la enfennedad se basa en 
las prácticas de manejo. Repetidos hallazgos de una gran cantidad de autores, que se incluyeo 
en esta categmia, nos indican que en general son medidas de prevención. 
Paralelamente a esta raciocínio en la tabla nº S se pueden consultar las más variadal 
prácticas de manejo utilizadas a lo largo del tiempo por diversos au tores, según estudios de 
investigación hechos por nosotros. 
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TABLA n!.! 5: Prácticas de manejo utilizadas a lo largo dei tiempo por diversos autores 
Prácticas de manejo Autor Ano 
Quemar las montias DREHER 1938 
(citado por GILUAM y 
VANDENBERG) (1990) 
···--·-o·e·s·r·i:li·c·cró~;-··~Je······y-c;·5··········-·kE.N\vÃRo -·--·-·······--··-·-······· ··-···-f932---·--·-··~--·-···· ····· ···· 
cuadros afectados BETTS 1951 
Renovación de cuad.ros 
GOCHNA UER y c o!. 1975 
(citados por GILLIAM y 
V ANDENBERG) 
DUCOS de LAHITI'E 
NELSON y 
GOCHNAUER 
(citados por GILLIAM y 
(1990) 
1988 
1982 
VANDENBERG) (1990) 
KOENIG y cal. (1 986) 
ROSENTHAL y col. 1992 
MURRAY 1993 
·· ···-· ···r~:-e-p·a·i:·a·c:-r<S· ;;-·· ····d·;;··· · ···ra·;;·· ·· ········sE:Ãc········· ······· ······· ···················· · ········ ·· ·· ··········l"9·i:s-·-············ ·· · ······-· ·· ·· ··· · ······ · 
colmenas para impedir la (citado por GILLIAM y 
humedad y permitir una V ANDENBERG) 
adecuada ventilación ROSENTHAL y cal. 
Adicionar abejas jóvenes SEAL 
y c1ia (citado por GILLIAM y 
Alimentación con jarabe 
de azúcar 
V ANDENBERG) 
ROSENTHAL y cal. 
SEAL 
(citado por GILLIAM y 
(1990) 
1992 
1975 
(1990) 
1992 
1975 
VANDENBERG) (1 990) 
--~~-!3-_0~-E~TH_AL ~'...~!?.L __ ~··--··-··-·-··)J..~.L--·~·------
No permitir la 
subpoblación 
Alimentación con polen 
fresco 
Hábitos de limpieza 
Utilización de reinas 
resistentes 
Introducción de reinas 
de estirpes no susceptibles 
Reemplazo de reinas 
SEAL 1975 
(citado por GILLIAM y 
VANDENBERG) 
ROSENTHAL y cal. 
GILLIAM 
MURRAY 
DUCOS de LAHITTE 
GILLIAM 
LUNDER 
(citado por GILLIAM y 
VANDENBERG) 
GILLIAM y col. 
DUCOS de LAHITTE 
MURRAY 
MRAZ 
(citado por GILLIAM y 
VANDENBERG) 
ROSENTHAL y cof. 
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(1990) 
1992 
1990 
1993 
1988 
1990 
1972 
(1990) 
(1983) 
1993 
1988 
1973 
(1990) 
1992 
~· 
Por ejemplo, DREHER ( 1938) acentuá la importancia de quemar las momias 
permitiendo su acumulación. Este procedimiento confirma muy claramente la teoría de 
destrucción de los cuadros afectados en los casos más graves (KENW ARO, 1932; BE1t 
195 1; GOCHNAUER y cal., 1975) citados por GILLIAM y V ANDENBERG (1990), una \ 
que, como afirmá DUCOS de LAHITTE (1988) Ias dificultades terapeúticas e irregularidau 
en la eficacia obligan, a menudo, a los apicultores a la desu·ucción de las colrnenas afectadas 
incluso el hecho de que suministrando nuevos cuadros se reduce la incidencia de 
Ascosferiosis (NELSON y GOCHNAUER, 1982, citados por GILLIAM y VANDENBER 
(1990); KOENIG y col. (1986)). 
Se ha visto tarnbién que una forma de prevenir la propagación de la enfermedad ser 
cerTar las colmenas en e! inviemo, manteniéndolas alejadas de la hierba alta para impedir 
humedad y permitir una adecuada ventilación SEAL (1975) (citado por GILLIAM 
V ANDENBERG, 1990). El mismo au tor afíade que se deberían fortalecer las colonias rn1 
enfermas colocando abejas adultas jovenes, cría incubada y alimentándolas con jarabe c 
azúcar, aunque para DUCOS de LAHITTE (1988) sea preferible alimentarias con candi, pue 
el jarabe es muy rico en agua. Además, SEA L (1975) (citado por GILLIAM 
VANDENBERG, 1990) también refiere que no debe permitirse que se quede a lo largo de 
inviemo una colmena con mucho espacio en el nido de cría. A su vez, DUCOS de LAHITir 
(1988) aiiadió la necesidad de limitar la penetración dei agua en la colmena inclinando ést 
ligeramente bacia delante para impedir la humedad, pues como refuerza posteriormem 
TOSCANO y HARRIET (1994) este factor tiene dentro de la colmena una importancia & 
orden biológico, productivo y sanitario, sugieren también proceder ai cambio periódico de lru 
reinas y cambiar las ceras de 4 ó 5 ai'íos para limitar la persistencia de las esporas. 
Las medidas adoptadas son las descritas también por GILLIAM (1990) lo que es pa 
nosotros de gran interés, pues comprobamos que siguiendo la idea de varios autores, GILIIA~ 
( 1990) y CRANE ( 1990) se constata el hecho que la Ascosferiosis es una enferrneda 
relacionada con e1 estrés siendo más probable que las colonias, bajo un manejo adecuado, n 
estén tan afectadas. 
Otras opiniones interesantes son las de LUNDER en el afio 1972 y MRAZ (1 
(citados por GILLIAM y V ANDENBERG, 1990) y MURRA Y (1993) quienes sugiri 
respectivamente, la utilización de reinas resistentes y la introducción de reinas de estirpes 
susceptibles. Así como GILLIAM y col. (1983) dernosu·aron que es posible la reproducción 
abejas resistentes a la Ascosferiosis y que el aumento de la resistencia se evidencia por 
comportamiento higiénico elevado por pane de las nodrizas y por la reducción de la longev · 
de las esporas dei hongo en las colonias resistentes. Lo que está de acuerdo con trabaj 
anteriores como el de DE JONG (1976) quien utilizá técnicas experimentales para inducir 
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infección con Ascosplwera apis y observá que había una correlación positiva elevada entre la 
resistencia de las larvas y e! grado de limpieza de las abejas adultas en la colonia. 
A su vez, ROSENTHAL y col. ( 1992) afirmaron que la prevención y la lucha basada en 
técnicas de manejo, tales como, reemplazo de reinas, renovación de cuadros, mantener las 
colmenas en lugares secos y aireados, etc., hasta el momento no han impedido la transmis ión 
ni la manifestación aguda de la enfem1edad. Por lo que los mismos autores sugirieron que en la 
actualidacl solamente existen dos vías de investigación para combatir la enfermedacl: encontrar 
tratamientos eficaces y reales y seleccionar las abejas con un fuerte instinto de limpieza, 
obteniendo así colmenas resistentes. 
En conclusión se puede afirmar que, entre las varias soluciones que se han estud iado . se 
h a constatado una particularmente interesan te, el comportamiento higiénico. Este es tudio se 
apoyó en otros de selección y cría de abejas resistentes , al cual hacemos referenci a en e! 
apanado de revisión bibliográfica siguiente. 
1.6.1 -LA SELECCIÓN DEL COMPORTAMIENTO HIGIÉNfCO EN ABEJAS DE LA ESPECIE Apis 
me!lifera L. COMO UN fvfECANISMO DE RESISTENCIA A LA ASCOSFERIOSIS 
Las abejas tienen muchos mecanismos diferentes de resistencia a las enfennedac!es y uno 
de estos mecanismos es compon amenta!. La aplicación de técnicas apropiaclas ai estudio de este 
mecanismo ofrece una herTamienta de gran potencia l para demostrar que esta resis tenc ia es 
genética y puede ser heredable. 
Así, e n lo que concierne al tercer área de estudio. basada en la mejora genética de las 
abejas, se puede decir que probablemente el mejor ejemplo conocido es la herencia del 
compo11amiento higiénico (MORITZ y SOUTHWICK, 1992). 
Hace más de 30 afíos se descubrió un mecanismo genético muy básico que poclría 
dete1minar un comportamiento social tan complejo, como es el comportamiento higiénico. 
ROTHENBUHLER (1964a), siguie ndo los estudios de PARK (1937) , citado por 
MESSAGE (1979); GILLIAM y col. (1983); MILNE (1985); HOLM (1985); NEWTON y 
OSTASIEWSKI (1 986); RINDERER y COLLINS (1986); MORITZ y SOUTHWICK (1992); 
PAGE y LAIDLAW (1 992); SPIVAC y GILLIAM (1993); KEFUSS y col. (1996) demos u·ó 
que este comportamiento de limpieza o higiénico era considerado el principal mecanismo de 
resistencia a la loque americana causada por la bacteria Bacillus larvae , y en la Ascosferiosis 
causada por e l hongo (Ascosphaera apis) (MILNE, 1983; GILLIAM y col. , 1988; MURRA Y, 
1993) y probablemente uno de los mecanismos potenciales dei control del ácaro V aTToa 
cl. 
jacobsoni (MORITZ, 1994; SAMMOTARO, 1996). 
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Este principio fue explicado geneticamente por e! contrai de dos pares de ge~ 
independientes y recesivos, uno (u/u) para la desoperculación y e! otro (r/r) para la remoción 
las larvas muertas, según ROTHENBUHLER (1964a,b) citado por WOYKE (1976, 
MESSAGE y GONÇAL YES (1980b); HOLM (1985); NEWTON y OSTASIEWSKI ( 198( 
RINDERER y COLLINS (1986); CARDENAL GALV ÁN y col. (1988); MORITZ (198~ 
GILLIAM (1990); MORITZ y SOUTHWICK (1992); PAGE y LAIDLAW (1992); SPIVAC 
GILLIAM (1993); KEFUSS y cal. (1996). 
Todavía, ROTHENBUHLER y sus colaboradores (MORITZ y SOUTHWICK, 1992)e 
seguida se dieron cuenta de que este fenómeno podría ser mucho más complejo, porque 1c 
diferencias entre los tipos comportamentales no eran ran claras como inicialmente había 
supuesto. Esto indicá la dificultad de hacer corresponder los feno ti pos comportamentales de la 
distintas clases de indivíduos con los respectivos genotipos, lo que re fleja , por un lado, l 
dificultad de obtener estimaciones precisas de un gen de acción sencilla, porque 1~ 
interacciones entre las obreras pueden fácilmente sobreponerse a algunos fenotipos individuale 
y por lo otro, la necesidad de analizar los datas mediante métodos estadísticos. 
Así, MORITZ (1988), profundizó en estas estudios de ROT HENBUHLER (1964) , 
realizá un análisis de cluster para calcular la media y la varianza de los respectivos tipti 
comportamentales. Comprobó que los datos originales no sustentan la hipótesis de dos loc1 
porque los datas dei comportamiento de remoción se separan significativamiente de 
distribución bimodal, lo que es de esperar si solamente hay dos tipos de obreras , Ias q 
remueven y las que no lo hacen. Por lo que, sugirió que para e l componamiento de remoción . 
posible que más de un loci pueda afectar la detenninación de la expressión del fenótipo y que 
modelo de 3-loci se ajusta mejor al mecanismo básico ya desc1ito. 
Otros trabajos preliminares en genética cuantativa fueron llevados a cabo, utilizando 
laboratmiales, por MILNE (1982, 1983) para estimar la heredabilidad del comportamiento 
desoperculación y de remoción y la coiTelación genética entre estas dos carac teres, por 
de los componentes de valianza de grupos emparentados MILNE (1985a, 1985b). Basado 
las diferencias de los fenotipos individuales obtuvo h2 = O, 144 para la desoperculación. h2 
0,022 para la remoción y r = 0,215 . Esta indica que la selección para e! aumento 
comportamiento higiénico era posible, pero difícil y también que no había antagoni 
genéticos para impedir los apartes de la selección simultánea para ambos caracteres. 
(1985b) da una explicación a la magnitud de la heredabilidad basándola en que probabl 
estas valores pueden haber sido subestimados debido a varias factores tales como: el hecho 
que el método de los grupos emparentados incluye algunos efectos maternos y efec 
genéticos no aditivos; los cálculos e ran dependientes dei número de abejas (30 y 90 o 
incluídas en e! compo11amiento de desoperculación y remoción, respectivamente, en co 
de observación con abejas marcadas) y es posible que éste no sea constante y pueda variar 
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las abejas delmismo origen en las colonias; si el verdadero número de las abejas que hacen la 
remoción es significativamiente más bajo, entonces la heredabilidad estimada podrá ser 
significativamiente mayor, etc, y lanza la posibilidad de que estos valores puedan aumenrarse 
con la repetición de las observaciones. 
Los valores bajos de estas estimaciones, confirman, según MORITZ y SOUTHWICK 
(1992), la opinión bastante generalizada entre los investigadores de que la expresión dei 
componamiento higiénico está influenciada por el medio ambiente. Un ejemplo de esto podría 
ser el trabajo de GILLIAM (1990) quien sugilió que la variación en la susceptibilidad de las 
colonias de abejas a la enfermedad es un factor importante de su expresión. Lo cual se sei'íala 
en distintos puntos, como es, la dificultad en los trabajos experimentales de inducir la 
infección; cuando constatamos en los colmenares que algunas colonias están profundamente 
infectadas, mientras que las adyacentes no la están o su nível es muy bajo y también en e! grado 
de remoción de las momias en colonias diferentes. Por tanto, parece existir una fuerte relac ión 
entre las condiciones ambientales y la baja heredabilidad genética. 
Por otra parte, MORITZ y SOUTHWICK (1992) afirman que por lo menos , dos toei 
constituyen las bases genéticas de la remoción y que con la posibilidad de las interacciones 
epistáticas c.ualquier otro modelo genético será igualmente probable. 
Oo·as hipótesis han sido consideradas en la tentativa de explicar este comportamiento, por 
ejemplo, GOULD (1982), citado por SPIV AC y GILLIAM (1993), conjeturó qu~- el 
componamiento no higiénico era debido a un bloqueo o defecto en algunos cruces en la linea 
que migina el componamiento higiénico paterno. También en 1993, SPIV AC y GILLIAM, en 
un estudio sobre la expresión del componamiento higiénico en lo que concierne a la resistencia 
de las abejas melíferas a la Ascosferiosis, observaron que aunque el comportamiento higiénico 
sea genéticamente determinado su expresión parece ser facultativa y dependiente de la fuerza de 
la colonia, de la composición de las obreras dentro de la colmena, de la necesidad de espacio en 
las celdillas, de las condiciones delmedio y además de factores todavía no conocidos. 
Mientras que KEFUSS y col. (1996) recientemente lanzan la posibilidad q ue es te 
comportamiento esté regido por 20 a 30 caracteres genéticos, de los cuales solamente dos ya 
fueron identificados: 
Así pues, tenemos que tener en cuenta que todavía no están muy claros los mecanismos 
genéticos que rigen el comportamiento genético y consecuentemente será necesruio inves tigru· 
mucho más en este campo, para entender conectamente su verdadera naturaleza. 
Otro de los mecanismos que probablemente determina la resistencia a las enfermedades, 
clasificado como el segundo mecanismo de resistencia a la loque americana (STURTVENT y 
REVELL, 1953), citados por SPIV AC y GILLIAM (1993), es la propia resistencia física o 
fisiológica de las abejas inmaduras o adultas ante el agente patógeno (TABER, 1987 y PAGE y 
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LAIDLA W , 1992). ROTHENBUHLER y THOMPSON ( 1956), ci tados por PAGI: 
LAIDLAW (1992), demostraron que después de suministrar alimento a la cría con esporas 
Bacillus /anae, Ias larvas resistentes de la línea Brown tenían una mayor capacidad 
sobrevi vir que las larvas de las colonias susceptibles, lo que indicaba que éstas podrían ~ 
fisiológicamente resistentes. A su vez, las abejas adultas remueven Ia c ría enfenna a u·avés de 
ingestión de las larvas enfermas y defecan sus esporas en e! exterior dei nido (en el caso de 
loque americana), o por Ia exu·acción de las larvas momificadas de las celdillas (en el caso de 
Ascosferiosis) lo que. explica su resi stencia fis iológica (SPIV AC y G ILLIAM, 1993). A! 
según los mismos autores, las abejas que no tienen ningún mecanismo de neutralizac ión 
remoción de los agentes infectantes inremos o externos, pueden-consecuentemente infec tar la 
larvas susceptibles cuando las alimentan o pueden disenli"nar las esporas a otras abejas aduhé 
cuando se alimentan, lo que se hace a través de los movimientos de Ias mand íbulas y por e 
contacto de las antenas (FREE, 1987), propagandose la enfe rmedad a través de la coloni: 
Simultáneamente, las larvas pueden ser resistentes o suscepti bles dependiendo dei agem 
patógeno, de la forma de transmisión y de su propia respuesta fisiológica. 
Paralelamente a estos mecanismos de resistencia a las enfermedades, DANKA y VILLr 
(1994) estudiaron el comportamiento higiénico y compararon la resistencia fisiol ógica dt 
colonias de a bejas europeas y africanizadas ante la infección con el Bacillus larva e . Para ~ 
evaluación dei componamiento higiénico siguieron la técnica de muene por punción (NEWTm 
y OST ASIEWSKI, 1986). Utilizaron como tratamiento estadístico dos test t de student pa~ 
determinar que caracteres eran, la proporción de celdillas desoperculadas o la proporción de cri: 
removida. En sus resultados obtuvieron, comparativamente, un bajo grado de infección e 
incluso un reducido comportamiento higiénico de las abejas africanizadas. Por lo que sugirieror 
que estas abejas podrian tener alguna resistencia fisiológica a la enfennedad y que el reducidc 
comportamiento higiénico podría ser consecuencia del hecho de que estas poblaciones aún no 
habrian sido enfrentadas a las enfennedades de la c1ia. 
HARBO (1995) midió las relaciones entre la Ascosferiosis y el comportamiento higiénico 
en un grupo de 27 reinas, apareadas individualmente con un zángano, y concluyó que las larvas 
podrían ser resistentes a la Ascosferiosis y también a la Yarro asis (HARBO l 
HOOPINGARNER, 1995). 
En ou·as especies dei género Apis también se han realizado es tudios de resistencia a esra 
enfermedad. STEPHEN y FICHTER (1990) investigaron el mecanismo de resistencia a la 
Ascosferiosis provocada por el agen te patógeno Ascosphaera aggregaw en la abeja salvaje 
Megachile rotundata. 
SPIVAC y GILLIAM (1993) demosu·aron que hay una baja conespondencia entre el 
comportamiento higiénico y la resistencia fisiológica a la Ascosferiosis, por lo que sugirieron 
que las colonias que simultáneamente sean muy higiénicas y fi siológicamente resistentes pueden 
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aparecer en una frecuencia muy baja. Esto corroborá los estudios de ROTHENBUHLER 
(1964a), citado por SPIYAC y GILLIAM (1993), quien investigá la correlacián entre e l 
comportamiento higiénico y la resistencia a las enfennedades y halló que ésta era más ev idente 
en colonias consanguineas, que fueron seleccionadas experimentalmente, a través de la 
inseminación instrumental, a lo largo de varias generaciones. Lo que está de acuerdo con 
RATH y DRESCHER (1987) quienes inseminaron reinas virgenes de colonias resistentes a la 
Ascosferiosis con e! semen de los zánganos de las mismas colonias y las larvas resultantes (A) 
fueron comparadas con otras (B) obtenidas de fonna similar pero con una baja resistencia a esta 
enfermedad. En sus experimentos, cuando alimentaron las larvas A y B, con al imento 
conteniendo esporas dei agente patágeno, obtuvieron una mayor incidencia de Ascosphaera apis 
en el grupo B, si su crianza era hecha por abejas nodrizas o en un incubador sin abejas. A su 
vez, cuando compararon el comportamiento higiénico entre los dos grupos, observaron una 
mayor eficacia en las abejas dei grupo A. 
W ATANABE (1987), citado por SPIV AC y GILLIAM (1993) , sugiriá que de las 
colonias originadas por múltiples líneas paternas se podrían esperar diferencias en la expresión 
dei comportamiento higiénico y en las formas de resistencia. Lo que indica la importanc ia de 
seleccionar las colonias para una enfermedad particular y aún, refleja e! interés de la 
inseminación insuumental con la utilización del semen de un zángano para una detección más 
sencilla de la resistencia a la misma enfermedad. 
Por tanto, esto refleja que, las abejas pueden tener un buen compon amiemo higiénico, 
pero esto, no significa que la colonia demuestre necesariamente resistencia a las enfermedades. 
Además todos estas mecanismos están bajo control genético, sin e mbargo, ellos aún no son 
totalmente comprensibles y como se evidencía por la naturaleza de la reproducción y cría de los 
Apidae, es muy difícil seleccionar en un programa de mejora. 
Así pues, tenemos que tener en cuenta que la expresián to tal del comportamiento 
higiénico y de la resistencia en el interior de la colmena depende primariamente de la 
enfennedad, de la proporción de abejas que manifiestan el compmtamiento higiénico y dei 
grado de resistencia fisiológica en las abejas adultas y larvas. 
Este pun to es para nosotros de gran interés, pues es el objeto de nuestro trabajo, 
paralelamente a la línca de investigacián de ou·os autores, se lanza la posibilidad de determinar 
medidas de contra! basadas en el comportamiento higiénico de las abejas limpiadoras. Por otra 
parte tenemos también como objetivo sensibilizar a los apiculto res de la importancia de este 
comportarniento para mantener las colonias de sus explotaciones con un mayor grado de 
resistencia a las enfermedades y familiarizarias con los test de limpieza demosu·ándoles que se 
pueden detenninar de una fmma práctica. En este sentido, hemos intentado pro bar la influencia 
de las condiciones climáticas y de la "pe1formance" de la colonia en el comportamiento 
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higiénico, poniendo a punto estas técnicas, para posteriormen te utilizarias en traba_ios 
selección de abejas resistentes a enfermedades de la cría. 
1.6.1.1. - Estudios de componamiento higiénico 
Las abejas melíferas construyen los panales para almacenamien to de la comida y de 
cría, por lo que el estado sanitario del nido de cría es muy importante para el desaJTollo ele és 
en sus ciclos repetidos de cerca de 21 días. La acumulación de materia orgânica o detrit< 
excluye la utilización futura dei nido ai reducirse e! espacio dispon ible. Así, cuando ocune 
muerte de Ia cría por enfermedad, en las fases de huevo, larva o de pupa, e! nido acumu! 
fuentes contínuas de infección y los panales quedan infec tados. Por lo que una impona 111 
actividad de las abejas adultas es la limpieza dei nido de cría (NEWTON y OSTASIEWSK! 
1986). 
Así, comenzamos por definir lo que es e! comportamiento higiénico y cómo se mide. 
Este concepto ha sido referido por varios autores en la bibl iografía, tales com 
MESSAGE (1979); GILLIAM y col. (1983); MORITZ y SOUTHWICK (1992); MILNf 
(1985); SPIV AK y col. (1995); KEFUSS y col. (1996). Nosotros hemos seguido la definició· 
adoptada por CARDENAL GALV ÁN y col. (1988): "E! comportamiento higién ico es u 
mecanismo de resistencia a las enfermedades de la cría basado en la rapidez dei desoperculad 
de las celdillas con prepupas muenas o enfermas y la extracción de las mismas". 
Un aspecto dei comportamiento higiénico de las abejas melíferas es el canibalismo de i 
cría. En circunstancias muy pat1iculares, los huevos y Ia cría, en todas las fases de su desarollo 
pueden ser comidos por las obreras (MORITZ y SOUTHWICK, 1992). En e! caso de 
canibalismo de la cria de los zánganos, dos circunstancias son esencialmente comunes, siempr 
que en la colonia haya una carencia de proteína porque e! polen no puede ser pecoreado por la 
abejas, debido a las malas condiciones atmosféricas (WEISS, 1984) y cuando las larvas de lo. 
zánganos son diploides, éstas son comidas en el día 1-2 de la fase larval, en Apis mellzfera) 
entre los días 2-3 en Apis cerana (WOYKE, 1962, 1984), c itado por CRANE (1990). 
MORITZ y SOUTHWICK (1992). 
Según MORITZ y SOUTHWICK (1992), la c r ía de las obreras , so lamen te 
canibalizada en situaciones de rara emergencia. Uno de los ejemplos conocidos es el caso 
canibalismo de las larvas jóvenes que aparece frecuentemente en las colonias con o 
ponedoras, en las que se presenta Ia postura de varias huevos por celdilla (PAGE 
ERICKSON, 1988). 
Una tercera situación de canibalismo ocun:e en la cría, debida a la mortalidad la c 
Seguidamente comentamos algunos de los factores que pueden originar esta m 
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WINSTON y col. (1979), encontraron que cuando las colonias de las abejas africanizadas se 
preparan para la enjambrazón y están en una situación de carencia alimentaria, las obreras 
probablemente comen todos los huevos y larvas, lo mismo puede ocurrir para otras abejas 
u·opicales. 
MORITZ y SOUTHWICK (1992) observaron que si la temperatura dei nido de cría 
disminuía sustancialmente por debajo de los 34°C, por un largo período de riempo, las obreras 
limpiaban los panales por remoción e ingestión de las larvas danadas o muertas. Ya 
previamente, este fenómeno fue denominado comportamiento higiénico y tuvo una panicular 
importancia a través del trabajo de ROTHENBUHLER (1964a), citado por MORITZ y 
SOUTHWICK (1992), sobre la resistencia a la loque americana, una vez que, algunas de las 
larvas infectadas por el Bacillus !arvoe eran ingeridas por las obreras (CRANE, 1990) y 
SPIV AK y GILLIAM (1993), siendo este un ejemplo de canibalismo asociado a la mortalidad 
de la ctia por enfermedad. 
Paralelamente a esta, e! canibalismo o la ingestión de los estadias infectados y de los 
cadáveres también ha sido referido en ou·as especies de insectos, como por ejemplo, en la típula 
(Tipula oleracea ), (CARTER, 1973). En esta especie este componamiento estaba asociado a la 
propagación de patógenos. Otro ejemplo de canibalismo asociado ai comportamiento higiénico 
es referido por MILNE (1985), en la cuantificación dei comportamiento de remoción, quien 
observá que una abeja es removedora (limpiadora) si ella mantiene la cabeza en la celd illa 
conteniendo la larva, por lo menos, 20 segundos y observá que Ia m~yoría de las larvas eran 
parcialmente ingeridas. 
Este punto es para nosou·os de interés, una vez que pensamos que el canibalismo también 
ocur-re, al menos en el caso particular de la Ascosferiosis, y por lo que debe ser referido como 
un tercer componente del componamiento higiénico. Indica que las obreras remueven la cría 
enfenna a través de la ingestión de las larvas enfermas y la extración de las larvas cuando ya 
están momificadas. Lo que está en concordancia, con GÓMEZ PAJUELO (1986) y con 
SPIV AK y GILLIAM (1993), estas útimos autores, en el caso de la Ascosferiosis, solamente 
se refieren a la exu·acción. Por tanto, la opinión generalizada enu·e los investigadores es que la 
remoción ocmTe a u·avés del canibalismo de la ctia, pero son pocos los que lo han refe1ido en la 
bibliografía referente a la Ascosferiosis. 
Así pues, nosotros proponemos además de los dos componentes de! componamiento 
higiénico refeiidos anteiimmente, la desoperculación de las celdillas y la exn·acción de las larvas 
momificadas, ou·o basado en el canibalismo de la cría enfe1ma o muena, siguiendo a numerosos 
especialistas (ROTHENBUHLER, MILNE, NEWTON y MI CHI, SPIL V AK y GILLIAM, 
GÓMEZ PAJUELO, etc). 
Este comportamiento se mide de acuerdo a la rapidez de una colonia para limpiar una 
muestra de cría muerta. KEFU SS y c o!. (1996) consideran que una colonia es higiénica cu ando 
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limpia una muestra de 5x5 cm (2x2 pulgadas) de cría muerta en menos de 48 horas y las ~ 
tardan más de 48 horas no son consideradas higiénicas. Este es el princ ipio general de lOQ 
aquellos que han trabajado en esto, presentadose variaciones en la metodología util iza 
relativas a la técnica de muene de la cría (punción. congelación, gas cianhídrico o cría enfen~ 
al área de la muestra, a! tiempo de congelación y a los grados utilizados en la misma y talllb~ 
en el tiempo de remoción o extracción de tas crías. 
1.6.1.2. - Técnicas de comportamiento higiénico para determinar la resistencia a 
Ascosferiosis (Ascosphaera apis) en Apis me!Jifera 
Las diferentes enfem1edades de las abejas pueden tener el nusmo o d iferentes mecanisn11 
de resistencia o susceptibilidad. La aplicación de técnicas apropiadas ofrece una herramientac 
gran utilidad para demostrar que esta resistencia es genética y puede ser he reda ble. 
La literatura sobre los test utilizados para medir el comportamiento higiénico y a 
detennina.r la resistencia de las abejas a las enfermedades es extensa. Sin embargo, hasta ahoij 
la mayoría de los test están fuera dei alcance de los apicultores y están orientados para trabaj~ 
expe1imentales. Seguidamente citamos algunos de los trabajos más importantes sobre los test & 
limpieza que se han disenado en abejas melíferas (tabla nº 6). 
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Tabla ng 6: Relación de autores que han investigado el componamienro higiénico en 
Apis mellifera L. 
Autor 
PARK {citado por 
NEWTONy 
OSTASIEWSKI y KEFUSS y 
cal..) 
ROTHENBUHLER (citado 
porNEWTONY 
OSTASIEWSKI y MESSAGE 
y GONÇALVES) 
JONES Y 
ROTHENBUHLER (citados 
por MESSAGE y 
GONÇALVES y NEWTON y 
OST ASIEWSKI) 
NEWTON y col. 
NEWTONy 
OST ASIEWSKI 
GONÇALVES y KERR 
MESSAGE y 
GONÇALVES 
GILLIAM y col. 
KEFUSS y col 
SPIVAK y GILLIAM. 
SPIV AK y col. 
MURRAY 
NfiLNE 
TABER 
Fecha 
1936-1937 
(1986) 
(1996) 
1958-1964 
(1986) 
( I 980a) 
1964 
( 1 9~0a) 
(1 986) 
1975 
1986 
1970 
1980 
1983 
1996 
1993 
1994 
1993 
l982-l985a y b 
1995 
Mct<xlología 
Test de introducción de un trozo de p:mal 
conteniendo aproximadamcmc 75 momias 
Test de introducción de un trozo de panal 
conteniendo aproximadamente 75 momias o 
inoculación de 200 larvas con Ias esporas de la 
en!ennedad en los p::tnales 
Test de muene de la cria con gas cianhídrico 
Técnic:1 de mue11e de Ia críJ por congelación 
durante 48 horas . Tiempo total considerado 
para la extracción fue de 3 a 6 días. 
Test de muerte de la cría por punción Tiempo 
total considerado para Ia extracción fue de 24 
horas 
Test de muest:ra de cría (5x l Ocm) muerta por 
congelación durante 48h y puesta a temperatura -
normal o a 34 'C durLin te 6 horas. Tiempo total 
considerado para la extracción de 48 horas 
Empleo dei tcs t diseii.ado por GONÇALVES 
y KERR (1 970) 
Test de muerte por congelación 
Test de muerte por congelación 
Test de muerte por congelación 
Test de muerte por congelación 
Empleo dei test diseiiado por GILLIAM y 
c o!. ( 1983) y lest de muerte de la cría por 
punción 
Tesl de muerte de la cría por congelac ión y 
punción 
Introducción de! pollo muerto operculado en 
el centro dei nido de cría, con su eliminación 
en 48 horas o menos 
En la tabla n'2 6 se recogen los autores que han trabajado en el comportamiento higiénit" 
los métodos y técnicas estadísticas que emplearon. 
Bajo metodologías diferentes y diseilos variados, el componamiento higiénico 
utilizaron varios autores para la determinación de la resistencia de las abejas a diver 
enfermedades. PARK (1936, 1937) citado por NEWTON y OSTASIEWSKI (1986); TAB 
(1995); KEFUSS y col. (1996) descubrió que se podían seleccionar abejas resistentes a 
loque americana (Bacillus lal'\'ae), cuando observó que las larvas y pupas muertas por e 
enfermedad eran frecuentemente extraídas de las celdillas. Este principio lo introd 
ROTHENB UHLER en e ! ano 1964, quien realizó varias trabajos sobre el comportamie~ 
higiénico para control de la loque americana y encontrá que las estirpes resistentes de abe 
eliminaban rápidamente las larvas muenas de los cuadros, mientras que las estirpes susceptib 
no lo hacían (MILNE, 1985; NEWTON y OSTASIEWSKI, 1986; GILLIAM, 1990; TABE. 
1995 y KEFUSS y col., 1996). Hasta ahora e! test di senado para Ia determinación de 
resistencia a esta enfermedad se basaba en la insercción de un trozo de un panal contamina. 
conteniendo aproximadamente 75 momias de cría enferma en una colonia sana o en 
alimentación de 200 larvas con esporas de la enfermedad (NEWTON y OSTASIEWSK 
1986). 
Así, la idemificución por los apicultores de la resistencia a la loque americana se utilizó1 
la cría de reinas seleccionadas, pero los métodos corTientes eran difíciles y conllevaban muc 
tiempo. 
En el mismo ano, JONES y ROTHENBUHLER, citados por MESSAGE 
GONÇALVES (1980a) y NEWTON y OSTASIEWSKJ (1986) propusieron Ia utilización t 
una muestra de cría muerta por gas cianhídrico y demostraron que las abejas resistentt 
removían las larvas y pupas muenas de esta forma, significantemente más deprisa que I~ 
abejas susceptibles. 
NEWTON y col. (1975) estudiaron un test para medir este componamiento basado en 
técnica de muerre de la cría por congelación durante 48 horas y consideraron que las colonie 
eran higiénicas cuando la muesu·a era desoperculada y las ctias removidas de 3 a 6 días, lo qu 
probó ser un test fiable. Lo mismo hicieron MESSAGE y GONÇALVES (1980) quiene 
estudiaron el efecto de diferentes condiciones de las celdillas test, en el comportamienl 
higiénico, por medi o de métodos no paramétricos, utilizando un test U de ivlann-Whirney par. 
dos muestras independientes. Siendo la metodología seguida para matar la cría la qu 
propusieron GONÇALVES y KERR (1970), basada en la sustitución de una muesu·a de cría d 
5xl0cm por otra mantenida 48 horas en congelación y posteriormente a tempemtura ambiente 
a 34°C durante 6 horas. El tiempo de extracción considerado fue de 48 horas. 
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Paralelamente a esta metoclología MILNE ( 19X3) puso a punto la misma técnica pu.ra la 
Ascosferiosis y realizá varios trabajos laboratoriales para la dererminación de la resistencia ante 
las enfem1eclacles de la cría. 
Más tarde NEWTON y OSTASIEWSKI (1986) disei'íaron un test de limpieza para 
detenninar el comportamiento de resistencia de las colonias a la loque americana, para lo cual 
sac1ificaron 21 crías (prepupas y pupas en las celdillas operculadas) por punción con un alfiler 
entomológico nº 5, en tres lotes de 7 crías operculadas, situadas en otras tantas zonas dei 
cuadro. Estos lotes fueron identificados mediante chinchetas de colores. Simultáneamente, 
varios test de muerte por punción y por congelamiento fueron hechos para determinar si ha bía 
alguna corTelación en la respuesta de las abejas a la cría muerta. Los datos fueron someridos a 
estudio estadístico mediante un Test x2 (P~O.OOO 1; n=76). Las colonias eran consideradas 
higiénicas si la extracción ocmTía en un día y no higiénicas si tres o más días eran necesarios a 
la eliminación de todas las crías sacrificadas por punción. Además obtuvieron una correlación 
positiva (r=0,956; gl::::::3) enrre la rapidez dei desoperculado de la cría muena por punción y la 
rapidez de la remoción de la cría muetta por congelación, lo que no es causado ni por e! agujero 
hecho con el alfiler en la celda operculada ni tampoco por la pérdida de hemolinfa de las 
prepupas y pupas motibundas. 
Otros como GILLIAM y col. (1983) llevaron a cabo un tes t utilizando la inserc ión de una 
porción de cría congelada en los cuadros para medir este componamiento. Así como MURRA Y 
(1993) cita que en Nueva Zelanda, algunos criadores utilizan la técnica de la muerte por 
congelación de GILLIAM y col. (1983) y la técnica del sacrifício de la cría por punción para la 
selección y cría de reinas resistentes a Ia Ascosfeliosis. 
Lo mismo hicieron posteriorme nre S PIV AK y col. (1994) q uie nes estudiaron e! 
comportamiento higiénico y Ia tolerancia de las abejas ante Varroa jacobsoni y sugirieron la 
importancia de esta técnica en la determinación de la reacción de las abejas higiénicas a los 
ácaros. 
También TABER (1995) sugiere una fonna de descubrir abejas que poseen algunos genes 
del comportamiento higiénico, introduciendo cría muerta en el centro de! nido de cría. Las 
abejas que necesiten más de 48 horas para su eliminación, poseen menos genes relativos a este 
componamiento y, por lo tanto, serán más sensibles a la loque americana . 
Los resultados más interesantes relativamente a estos exper imento s han sugerido la 
sustitución de las reinas de coionias que tenían una gran susceptibilidad a la Ascosferiosis y la 
selección de abejas resistentes a la enfermedad (GILLIAM y V ANDENBERG, 1990). Además 
estos mismos autores han sugerido que solamente la integración de varias formas de prevención 
en el manejo de los abejas podrá asegurar su conu·ol. En este sentido para mejorar la salud de 
las colonias de abejas me líferas habría que utili zar, en vez de los medicamentos, las 
infmmaciones de que se dispone con respecto a la genética de las abejas. 
2 - CRÍA E JNSEMINACIÓN DE REINAS 
Actualmente, Ia cría de reinas representa una alternativa apícola importante, puesto que pe1111i 
la renovac ión de las reinas según las necesidades de los apicultores, haciendo nuevas coionias 
mejoranclo sus cualidades genéticas, todo lo cual se traduce en un aumento importante de 
producción. A su vez la inseminación anificial representa un eslabón importante, pues es u 
meclio auxiliar obligatorio en e! trabajo de cría por selección, pem1itiéndonos mantener la puret 
de las líneas de c!Ía y obtener también más fácilmente cienas combinaciones. 
2.1 - CRÍA DE REINAS 
La puesta a punto de Ia cría de reinas empezó después de los descu brimien tos d: 
DZIERZON en e! afio de 1845, sobre la determinación dei sexo y sobre el hecho que la rein: 
después de iniciar la puesta no se vuelve a acoplar otra vez; y Ias de LANGSTROTH en el aii( 
de 1851 , sobre el descubrimiento de! espacio por la abeja y el desa!Tollo de la colmena móvil 
DOOLITTLE en e! afio de 1889, desarrolló un método de cr ía de reinas que incluía l! 
transferencia de las larvas jóvenes de celdas de obreras para cúp ulas de cera de abeja hechru 
con el esbozo de la celda real (HARBO, 1986), como respuesta a la necesidad de producir mál 
reinas italianas para vender a sus amigos apicultores. Con la introducción de la raza italiana er. 
los afíos 20 en América dei No11e se inició el desarollo de Ia cría indusn·ial de reinas (PAGE ) 
LAIDLA W, 1992) y con pequenas o ningunas modificaciones los métodos de DOOLITTLE 
continuan siendo utilizados actualmente (HARBO, 1986 y PAGE y LAIDLAW, 1992). 
Consecuentemente hace más de un siglo que los apicultores se han tenido que decidir a criar 
reinas, induciendo a las mismas a construir celdas reales para utilizar ias cuando ellos 
necesitaban renovarias, aumentar el número de las colonias o para su venta, y desde entonces 
va.rios métodos han sido desanollados. 
De este modo, existen muchos y diversos métodos, así como variantes de los mismos, 
los cuales varían según los objetivos propuestos. Empezaremos por hacer una retrospec tiva 
muy resumida de la evolución de la cría de reinas, una vez que su metodología. exige un 
desarrollo tan amplio que no es posibie exponer aq uí más que lo esencial. 
Desde hace muchos anos los apicultores utilizan Ias celdas reales, construídas espontáneamente 
por las propias abejas, de las colonias que están a punto de enjambrar o a punto de proceder a la 
sustitución natural de la reina. La reina vieja puede ser retirada de una colonia que está 
construyendo alveolos reales y dejándole una celda real para su remplazo, las celdas reales 
excedentes, usualmente operculadas pueden ser cortadas y colocadas en cuadros de colonias 
cuyas reinas hayan sido retiradas o en cuadros de colonias que necesi tan remplazar la reina 
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(LAIDLA W, I 979). Este método fue considerado el más sencillo para un apicultor que necesi ta 
cambiar sus reinas o para la cría de pocas reinas (JOHANSSON y JOHA NSSON, 1973; 
LAIDLA W, 1979). Este último autor aiiade que el camino más sencillo para criar reinas, con un 
mayor centro! por pane dei apicultor, es retirar la reina de una colonia, o enjaular ésta Iejos dei 
nido de cría, o colocar un panal con huevos y larvas jóvenes de una colonia seleccionada en una 
colonia sin reina y c!espués dejar que las abejas hagan e! resto . LAIDLA W (1979) también 
afirmó que una pequeii<.~ modific<.~ción a este método para obtener reinas de mejor calidad 
consistía en seleccionar en un panal varias larvas de dimensión ap ropriada, abundantemente 
alimentadas y dilatar las paredes de los alveolos alrededor de estas ce!das o retirar una pa11e de! 
panal por c!ebajo de las abejas seleccionadas. Otro método senci1To para la cría de pocas reinas, 
en una colonia que no está a punto de enjambrar ni tampoco necesi ta cambiar su reina e inc luso 
no es necesario proceder a la búsqueda de la reina fue referido por JOHANSSON y 
JOHANSSON ( 1973). Consistía en poner mitad de los cuadros de cría de una co lmena sencilla 
en el centro de una segunda colmena e introducir en el espacio vacío restante cuad.ros llenos con 
abejas y reservas , o si no las tenemos, panales estirados. La segunda co!mena se coloca encima 
de la primera con UJI excluidor de reinas entre las dos. Ocho días después, ya se pueden 
observar huevos e n la p1imera colmena indicando la presencia de la reina, la cual se coloca en 
un nuevo lugar y en la otra colmena las abejas inician la construcción de celdas reales si están 
presentes huevos o larvas muy jóvenes. caso contrario se introduce un cuad.ro con c1ía para 
estimular a las abejas a edificar celdas reales. 
Otros mérodos han sido desarro!lados y modificados a lo largo dei tiempo, como p·or 
ejemplo. e lmétodo empleado por ALLEY en el aiio de 1882, que fue e! primero en desarrollar 
un sistema práctico de cría de reinas o e! método de MILLER introducido en e l a iio de 1912 
(LAIDLA\V, 1979 y MORSE, 1994). 
Sin embargo, nosotros haremos un análisis más profundo en lo que respecta a la cría y 
manutención de las reinas para la inseminación artificial, una vez que se supone que en los 
lugares donde se efectúa la inseminación se conoce y se practica un método sistemático de cría 
' 
de reinas, pues es mu y importante que éstas sean grandes y vigorosas, así se inseminan más 
fácilmente, lo que conlleva un mayor porcentaje de éxito. 
De este modo. para producir reinas e! apicultor tiene que manejar las co lonias de abej as de 
forma que las obreras puedan críar algunas larvas, elegidas por el apicultor, para reinas. 
En el trascurso de la cría de reinas en grandes cantidades e indepe ndientemente del método 
utilizado hay que tener en consideración los cinco factores p1incipáles para la obtención de 
reinas de calidad: la "genética" de la colonia, o sea, la mejor de todas las colmenas (la colmena 
madre) , la colonia incubadora o nodriza, la colonia criadora o de acabado, un incubador y la 
colonia de fecundaciôn (WOYKE, 1980a, citado por CRANE, 1992). El comienzo de la c1ía 
real exige la ausencia de la reina, pero después de la aceptación de las larvas en las colonias 
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iniciadoras, la cría final puede ser hecha de distintas formas: a menudo se uti lizan colonia,· 
·•t 
una reina ponedora, confinada en una parte qe su colmena, detrás de un excluidor de re 
(separador vet1ical) o bajo una rejilla (separador horizontal); otras veces se util izan colonias 
reinas y otras veces una colmena madre utiliza dos cuerpos, uno como colonia nodriza y Q! 
como colonia de acabado (HARBO, 1986 y JEAN-PROST, 1989). HARBO (1986) empleó 
dos, colonias con reina y sin reina, y recomienda las colonias sin reinas para todos aquellos q. 
producen muchas reinas por afio. Trabajos detallados de colonias iniciadoras han sic 
publicados por CLARKE (1992) quien describió diferentes tipos de colonias iniciador 
utilizadas durante la cría de reinas, las cuales eran mantenidas en colmenas con dos cuerpo-
colocados verticalmente y la reina confinada en el cuerpo inferior bajo un excluidor de reinaq 
cuerpo de aiTiba se hace temporalmente huétfano. sustituyendo el excluidor por una plancha ~ 
madera. aproximadamente 3-4 horas después se introducen 96 celdas artificiales con larva 
injertadas, 20-24 horas más tarde. las aceptadas, son transferidas para las colonias de acabad 
(10-12 celdas/colonia), el excluidor vLielve a la colmena que se deja así 3-7 días antes de repet 
el proceso. AI final el autor refiere que como media, Ias colonias iniciadoras, crían reinas en u 
72-83% de las celdas artificiales. 
En lo que respecta a la metodología empleada, se puede decir que los métodos modernos de l 
cría de reinas fueron desarrollados a finales dei último siglo, siendo considerado G. M 
DOOLITTLE el padre de la moderna industria de c1ía de reinas. Él no inventó las cúpula 
artjfjciales pero fue e! primero que vió que éstas pod.Jían ser hechas y aceptadas por las abeja1 
además fue e! primero que demostró que la cría de re inas se puede hacer en colonias cr 
presencia de una reina (MORSE, 1994). 
Diversos autores refieren que casi todos los criadores especializados han adoptado el métodt 
americano de DOOLITTLE y PRA TI, por inje110 de larvas (DRESCHER,1976; LAIDLAW 
1979; JEAN-PROST, 1989 y GUTH, 1990a), pero con los petfeccionamientos apartados sor 
también numerosas las vatiantes utilizadas, en este método. 
HARBO (1986) afirmó que la técnica dei injerto de huevos, es una forma dei doble 
transvase, pero en vez de depositar otra larva en la cúpula se transfieren uno a dos huevol 
juntos de 2 a 3 días de edad. Éstos son transferidos con la porción de cera que llevan (JEAN· 
PROST, 1989), que es un disco de cera de abejas de 3mm de diámetro circundado de jalea real 
pero sin tocar a los huevos (HARBO, 1986). Sin embargo, este último afirmó que para el 
injerto de los huevos se necesitan huevos de edad conocida y una forma de transferir los huevos 
y el círculo de cera para las cúpulas artificiales. 
A su vez, el doble transvase o doble injetto consiste en transferir una p1imera serie de larvas 
las celdas artificiales y colocarias en las colonias nodrizas. U n día después dei injerto origin~ 
extraer las larvas de esta primera serie sin quitar la jalea real del fendo de los maesu·ileS, 
seguidamente aportar una segunda serie de larvas jóvenes (esta vez seleccionadas) y colocariaS 
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sobre la jalea real que había sido destinada a las larvas de la primera serie, con la ayuda de una 
aguja (LAIDLA W, 1979; HARBO, 19X6; DELAPLANE y HARBO, 19X~; JEAN-PROST, 
1989 y MORSE. 1994). 
' Relativamente a estas dos variantes dei métod o de DOOLITTLE y PRATT, segCtn 
DRESCHER ( 1976) se emplea frecuentemente la técnica dei doble trasvase, una vez que el 
transvase de los huevos en las cúpulas reales, según la técnica desaiTollada por OROSI-PÀL en 
el ano de 1960, presenta más riesgos y requiere un mayor trabajo, aunque se obtienen re inas 
con mayor número de ovariolas. Lo que está de acuerdo con el trabajo de V AILATI y cal. 
(1986) quienes constararon que e! número medio de ovariolas en los ovarias de reinas italianas 
oscilaba alrededor de 29, en reinas criadas a panir de la técnica dei doble injeno (en los finales 
de agosto. con poca tlora apícola y alimentadas con una mezcla de jalea real con agua destilada), 
hasta 162 en reinas criadas a partir de la técnica dei cloble injerto (a finales de julio, con un buen 
tlujo de Casranea y al imentadas so lamente con jalea real). Paralelamente ai trabajo de DEOEJ 
(1994) quien encontró que los siguientes parámetros: número de larvas aceptadas, número de 
reinas que emergieron y el peso ele las reinas cuando emergieron y después dei acoplamiento 
natural, presentaban mejores resultados en el grupo en que se empleó el doble injerto 
comparados con el grupo en que fue empleado un injerto sencillo. Lo que ind icó, según el 
mismo autor, que la técnica dei doble injeno producía reinas superiores. Esto se contradice con 
lo que afi.nnó MORSE (1994) que la técnica dei doble injeno no es merecedora dei tiempo exn·a 
empleado y que se pueden obtener buenos resul tados sin recurrir a és ta. Ya anteriormente, 
JEAN-PROST (1989) había afiimado que el injerto de huevos tiende a convenirse en prác tica 
COlTiente, aunque en un principia, se ha esrablecido un debate sobre el valor comparativo de las 
reinas obtenidas a panir de jóvenes larvas injertadas y de las maestras obtenidas a partir de 
huevos transferidos, pero en los ensayos para establecer las diferencias enn·e los defensores de 
uno y los panidarios ctel otro método no se han puesto de manifiesto diferencias sensibles enu·e 
las reinas obtenidas. Por lo que, se piensa en la posibi lidad, que las diferencias en los 
resultados ob tenidos sean consecuencia de diferentes condiciones de manejo consecutivas a la 
cría o debido a la desigual habilidad de los operadores para hacer el injerto. Lo que está de 
acuerdo con LAIDLA W ( 1979) quien refirió que el doble trasvase puede aseguraJ excelentes 
reinas y ser un buen procedimiento. en el caso de la técnica ser debidamente efectuada. Al revés 
puede resultar en reinas de calidad inferior ai trasvase sencillo, si el doble n·asvase ocune en el 
segundo o rercer día después dei primer injerto, una vez que el alimento en las cúpulas 
artificiales no es adecuado para las larvas tan jóvenes o si las larvas dei doble trasvase son muy 
viejas o fueron insuficientemente alimentadas previamente al injerto. También se ha emitido la 
idea de que la doble n·ansferencia producirá reinas más pesadas que las procedentes dei injerto 
simple, sin embargo, es necesario medir los rendimientos si queremos comparar los métodos 
(JEAN-PROST,1989). Fue lo que hicieron DELAPLANE y HARBO (1988) y concluyeron 
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que las reinas no pesaban más cuando eran comparadas con las producidas por el i11 ·1e . r 
sencillo y así esta técnica no era superior a la otra. 
GUTH (1990a) llega más simplemente almismo fin empleando la metodología tradic io~ 
dei trasvase de larvas con menos de 24 horas de edad en las cúpulas en plástico con la ayuda-
' 
una agu.Ja. 
A su vez, un trabajo interesante fue desarrollado por DEGRANDI-HOFFMA N y co 
( 1989) quienes seleccionaron una línea de abejas europeas para que el desarrollo de la reina ~ 
hiciera en un período menor y lo compararon con una población cerrada. Sus resultadt 
demostraron que las reinas seleccionadas emergían 9,5-10,6 días después dei injerto, e! periOd 
total del desarrollo era de 13,5-14,6 días, mientras que, las remas obtenidas de la població 
cerrada emergían 10.4-11,0 días después dei injerto y sll pe ríodo de desarro llo total era ~ 
14,4-15,0 días. Consecuentemente, estos autores recomendaron a los apicultores registrare 
período de desarrollo de las reinas injenadas, para seleccionar las que lo hacían en un period 
más cono suponiendo que la descendencia de estas reinas pudiese heredar esta característica, as 
las colonias resultantes pod!ian ser más resistentes a enfennedades como la VmToasis. 
En el desarrollo de las diferentes técnicas y métOdos uti lizados en la cría de reinas 
DRESCHER (1976) encontrá que una condición necesaria para obtener reinas grandes es e 
empleo de cúpulas artificiales de 9 mm de diámetro y la introducción en estas de larva. 
jóvenes, unido a Ia utilización como cifra máxima de 30 celdas reales abien as por colmem 
nod1iza. Mien tras que, GUTH (1990a) ha utilizado dos cuadros portacúpulas con 24 realera: 
ai1ificiales cada uno, o sea 48 realeras, introducidas 1 a 2 horas después de 01fanar la colmena ) 
6 días después del injerto las realeras operculadas situadas en las colonias de acabado sor 
colocadas en un incubador a 35·c. 
Otra técnica interesante fue desanollada por V ANDENBERG y SHIMANUKI (1987). 
para la cría de obreras en laboratorio. Las larvas eran criadas en celdas artificiales de cera de 
abejas en cajas de Petri a 34•c y 96% humedad relativa, después de ser trasladadas con un día 
de edad y alimentadas con una mezcla de jalea real, agua, glucosa, fructosa y exu·acto de 
levadura o con jalea real 1 a 2 días aiíadiendo después la mezcla alimentíc ia. En sus resu ltadol 
observaron que solamente 75% de las larvas sobrevivían cuando la mezcla alimenticia er2 
preparada sin el extracto de levadura e incluso que las larvas tenían un mayor grado de 
supervivencia (90%) cuando se empleaban las celdas anificiales hechas de cera y no de plástico 
(57%). Observaron también que el peso de las obreras adultas era más elevado (media 112mg) 
cuando és tas se criaban só lo con la mezcla alimentícia que cu ando se desaiTollaban en la ja!ea 
real por 1-2 días y seguidamente con la misma mezcla anteriormente refe1ida. Por lo que, estos 
autores sugüieron que esta técnica podlia facilitar estudios sobre las enfennedades de la cría. 
2.1.2 ~TÉCNICAS DE INTRODUCCJÓN DE REINAS 
Aunque existen diferentes técnicas de introducción ele la re ina en la colonia no las vamos a 
:iol\ detallar aquí todas, algunas se aplican a reinas que no han interrumpido la puesta, otras a las 
da ~ colmenas huérfanas, aquí haremos referencia a las más eficaces. Muchas veces, la aceptación de 
una reina inseminada instrumentalmente es un problema, por lo que, para red ucir la frecuencia 
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de la muene de las reinas se utilizan diversas técnicas. 
Según DRESCHER (1976) , a menudo se utiliza e! empleo de una jaula de a lambre en la 
que la reina joven es introducida sobre un panal construido, sin abejas, en la zona de las crías a 
punto de nacer, a los pocos días, 5-6 días más tarde (JEAN-PROST, 1989) se saca la j au la con 
la reina y las abejas que nacieron entre tanto en su cercan ía y se mezclan con las de más obreras 
dei núcleo. También es difícil e! mantenimiento de la reina enjaulas pequenas, con pecas 
abejas , fuera de la colonia, en una incubadora con 2YC y sólo se recomienda en e! caso de una 
merma temporal de abejas (DRESCHER, 1976). Otras técnicas pueden ser util izadas, como la 
cría de las reinas jóvenes e inc luso las reinas para la inseminación instrumental en colonias 
nodrizas especiales, sin reina, en las que pueden introducirse de manera aislada enjaulas de 
red, hasta 20 reinas. método muy utilizado en los EE.UU. (DRESCHER. 1976 y MORSE, 
1994). Sin embargo, en esta técnica es importante que cada caja que contiene una reina tenga las 
aberturas suficientemente anchas para e! contacto de la re ina co n las obreras por lo que 
generalmente se usa una rejill a con aberturas de 2,5mm, aunque, se presentan a veces lesiones 
en las reinas, principalmente en las patas (WOYKE, 1989). En consecuencia han sido puestos a 
punto varias tipos, y recomendándose una jaula con rejilla de 1,2 a 1 ,Smm (WOYKE, 1988). 
Cu ando el periodo de almacenamiento es peq uefío, de 4 a 1 O días después de la emergencia de 
las re inas, el porcentaje de reinas no danadas aumenta de 46 a 100%. Además cuando las celdas 
reales son introducidas en los núcleos (en vez de las reinas vírgenes ) e ! grado de aceptación 
aumenta de 40-60% hasta 100% (WOYKE, 1989). 
Otro método recomendado y que biológicamente es lo más adecuado para mantener la 
reina , es su introducción e n un núcleo de 3-5 cuadros, con suficientes abejas jóvenes y cría 
operculada (DRESCHER, 1976). Anteriormente SZABO y TOWNS END (1974) habían 
refelido que las obreras de hasta 7 días de edad aceptan mucho mejor a las reinas jóvenes que 
las abejas de 14-2 1 días de edad. HARBO (1986) reco mendá la in troducción de cada reina 
enjaulada en núcleos nuevos sin cría con 2000-5000 obreras, por lo menos 4 días an tes de 
colocarias en los co lmenares , liberándose la reina 3 días después s i las obreras no pican las 
jaulas y observando cerca de 10 minutos después de su liberación para ver si alguna está siendo 
perseguida o picada por una o más obreras, en esta situación deben permanecer enjauladas más 
dos o tres días. El mismo autor cita que las reinas con 3 a 4 semanas de edad inician la puesta 1-
2 días después de su liberación. SCRIVE (1989) describió un método original de introducción, 
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con el que obtuvo buenos resultados y que consistía en sumergir una reina enjalea rea l d i ! ~ 
ai 30% en agua y después introducirla por la parte superior de la colmena, en el centro dei n 
de cría. En el mismo aí'ío, reinas fecundadas eran mantenidas (A) enjauladas en cajas dentro 
núcleos durante 6 I -65 días, o (B) en paquetes de abejas durante 5 I -65 días, o (C) en c ajas 
transporte durante 21-54 días. Fueron comparados la supervivencia y aceptación de las reilli. 
su peso y el daíi.o corporaL obteniéndose para A los mejores resu ltados, no tan buenos para t 
un considerable daiio corporal en C (KLEINSCHMIDT, 1989). 
De manera similar, GUTH (1990a) describió una nueva técnica de introducc ión de reilli. 
consistente en una jaula mayor que las existentes, con una rej illa de malla fina , se fija a, 
cuadro con cría operculada, de tal forma, que ninguna abeja exterior pueda entrar. y e! canal 
liberación se llena con "candi". La aceptación de la re ina por las abejas jóvenes que están 
punto de nacer está aseguracla y ésta inicia la postura en las celdas liberadas, dos días desptr 
que el "candi" es retirado saliendo la reina de la caja y continuando su puesta en los otr 
cuadros de la colmena. Pasados 8 a 10 días se puede verificar la aceptación y retirar la jaul 
este autor garantiza que los resultados son superiores a las técnicas ya existemes. También, r 
' 
el mismo ano, un aparato fue disenado para la captura, el enjaulamienro y e! transporte 
introducción de las reinas (GEFEN, I990). 
Posteriormente. BUYS (1993) ha proporcionado un método de supervivenc ia dei' 
reinas antes y después de !a inseminación instrumen tal; 13 reinas in se minad1 
instrumentalmente con 8ml de esperma originaron un contenido media en la espermateca ~ 
6.362 millones de espermatozoides, una cantidad similar a la de !as reinas acoplad~ 
naturalmente. Sin embargo, e! esperma se quedaba deposi tado en e! ov iducto de 3 reina 
resultando con un bajo contenido en la espermateca y 10 reinas con los oviductos l i mpi~ 
presentaban un contenido media de 7.278 millones espermatozoides en !a espennateca. Lc 
resultados demosn·aron que las reinas no necesitan necesariamente de la atención de las obren 
para el éxito en los resultados de la inseminación instrumental, una vez que, la supervivencia d 
21 reinas después de más de tres semanas era dei 95% y la principal ventaja dei sistema d~ 
mantenimiento de las reinas sin ayuda de las obreras daba un elevado grado de supervivencJ, 
bajo condiciones conu·oladas y la ausencia de enfermedades propagadas por las obreras. 
Un ejemplo de la impo11ancia de la cría de reinas y su comercialización es el estudio hech, 
por LOCKE (1988), quien cita que en California más de SOO 000 reinas fueron comercializad~ 
a través de los EE. UU., Canadá y otras partes dei mundo, y que es ta industria movía un valO' 
superior a 2,8 millones de dólares en 1984. Además, en ese mismo ano, los apicultores había: 
producido más de 600 000 paquetes de abejas cada uno con una reina fértil. 
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2.2- OR IGEN Y EVOLUCIÓN DE LA INSEMINACIÓN INSTRUMENTA L 
La inseminación instrumental fue ensayada por primer vez por FRANÇOIS HUBER, 
a finales dei siglo XV III , a través de la introducción dei esperma en la vagina de la reina con 
ayuda de un pequeno pincel (WOYKE. 1976b; LAIDLA W. 1989a y LAIDLA W, 1989b), otros 
autores como WANK LER en 1883, MCLAIN en 1866 y BISHOP en 1920, in tentaron 
introducir el esperma con ayuda de una pequena jeringa. pero sin éxito (WOYKE. 1976b y 
LA IDLA W, 1989b). 
Según HARBO (1986) los princípios básicos de la inseminación instrumental fueron 
desarTollados entre los anos 1926 a 1947, iniciándose la técnica moderna en los EE.UU. cone! 
trabajo de WATSON (l927) (\VOYKE. 1976b; LAIDLAW, 1989a,b; CRANE, 1990; GUTH 
y SCHLEY, 1990; MORSE. 1994). Este método se basaba en la utilización de una microaguja 
fijada a un micromani pulador. la reina se fijaba con un hil o de seda a un pedazo de madera y la 
cámara de1 aguijón era abierra con una pinza mantenida con la mano (WOYKE, 1976b y 
LAIDLA W, 1989b), además introdujo otras cmacterísticas que se mantienen en la actualidad en 
la práctica de la inseminación, como son, la utilización dei microscopia y luz artificial, la 
decapitación de los zánganos para provocar la eyaculación, la utilización de i esperma de varias 
zánganos en la inseminación e incluso desechó la denominación de "inseminación anific ial" por 
la de "inseminación instrumental" , como afíade LAIDLA \V (1989a). 
NOLAN (ci tado por GUTH y SCHLEY, 1990) basado en los estudios de WATSON, 
desarrolló y perfeccionó un aparato entre 1929 y 1937 (LAID LAW, 1989b) este fue el primer 
aparato especialmente construído para la inseminac ión instru mental de las reinas (WOYKE, 
1976b y LAIDLA W. 1989b). sin embargo, los resultados obtenidos de la inseminación no 
fueron buenos. Mediante este, algunas panicularidades de la reproducción fueron clar.ificadas y 
un descubrimiento muy imponante hecho por LAIDLAW en el ano de 1944 (WOYKE, 1976b y 
LAIDLA W, 1989a,b; GUTH y SCHLEY, 1990), fue el papel de la válvula vaginal, por la que, 
el esperma debería inyectarse deu·ás de esta válvula en el oviducto común (WOYKE, 197 6b; 
HARBO, 1986; LA IDLAW, 1989a,b) debid o a que la vagina no era una línea recta como se 
demostró en el estudio de la morfología de la vagina de las reinas (G UTH y SCHLEY, 1990). 
Ou·a aportación hecha por este mismo autor. a partir de 1930, fue la utilización dei C02 como 
anestésico (WOYKE, 1976b y LAIDLAW, 1989a,b). 
Posteri01mente, MACKENSEN y ROBERTS (1948) mejorar.·on el apar.·ato de NOLAN 
siguiendo estos nuevos conocimientos. En su aparato la cavidad del aguijón se abre con dos 
ganchos fijados en un soporte y la válvula vaginal es bajada con ayuda de una sonda y la 
exu·emidad de la jeringa se introduce en el oviducto común de la reina. En este mismo ano, 
LAIDLA W también construyó un aparato que controlaba con unos tornillos todos los 
movimientos de los ganchos y de la aguja (WOYKE, 1976b y LA I OLA W, 1989a,b). 
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Otra aponación importante referida por WOYKE ( 1976b) fue la construcción de l 
jeringa con un nuevo tipo de aguja de membrana por MACKENSEN en 1948, plástic, 
removible (RUTTNER y col.. 1976 y LA IDLA W, 1989a) donde el pistón de i interior de 
jeringa plástica fue reemplezado por una solución salina fisiológica y los cambias de pres· 
para la absorc ión y evacuación dei semen son provocados por los movimientos de u 
membrana de caucho. La jeringa fue posteriormente mejorada por MACKENSEN ( 1954) y 
modelo perfeccionado es universalmente usado hasta el presente (LAIDLA W, 1989a) así cor 
las jeringas de LAIDLA W y LORENZEN (1957), HARBO (1979) y SCHLEY (1982) co~ 
aii.ade SCHLEY y GUTH (1990), en que esta última y otras como la de LAIDLAW (1 9~ 
uti lizan e! pistón y las jeringas cilíndricas de dosis única, modelo Tuberculin (1 mi) 
fabricación corriente. 
Hubo un tiempo en que se recomendaba e! agua y varias soluciones fisiológicas para 
llenado de la jeringa de MACKENSEN pero el esperma no sobrev ivía en éstas, mientras tanh 
fue recomendada e! agua de coco por CAMARG en tre los anos de 72 a 75. En 197: 
RUTTNER recomendá otra solución en la que los espermatozoides sobrevivían muy bi( 
constituyendo estas soluciones un importante refinamiento de la técnica de inseminaci~ 
(LAIDLA W, 1989a). RUTTNER y TRYASKO (1976) recomiendan una solución fisiológic 
de cloruro de sodio (0,9 por mi l NaCI). No obstante, los mismos autores describen otn 
soluciones salinas que dan muy buenos resultados, como por ejemplo, la solución fisio lógir. 
de Hyes y un diluyente a base de citrato, conocido bajo e! nombre de Kiev o Yarohm 
empleado para conservar el espenna de vetTaco. 
Ya en 1960. YES EL Y modifica la fo rma de la punta de la aguja y R UTTNER cuau 
aii.os después modificá la fonna dei sopone de la reina, como cita WOYKE (1976b). 
El soporte utilizado para las reinas se fue modificando y una nueva aponación surgi 
con e! petfeccionamiento de éste para el aparato de inseminación tipo MACKENSE N. As1 
LAIDLA W (1988) refirió que el tiempo que conlleva para poner la reina en el tubo de sopon 
de és ta es menor, si el tubo de soporte de la reina tiene un díametro un iforme, en vez de I 
abenura en la extremidad superior dei tubo ser más esu·echa. El soporte para la reina se ajusta • 
un tubito dei mismo material, petforado y con otificios para penniti.r la entrada dei gas y e! tub< 
de soporte es fijado firmemente y solo es retirado para su limpieza. También en e! mismo afie 
SCHLEY describió dos nuevos ganchos para la abertura de la cámara dei aguijón, en que su ~ 
dos principales ventajas eran el hecho de que no es necesario que la cáma.ra dei aguijón esll 
muy abier1a y así el 01ificio de Ia vagina no se contme. 
Similrun1ente, WOYJE (199 1) describió unajeringa guía, la cual consiste en un largo 
tubo metálico que se fija al bloque de lajeringa, este tubo pennite al inserninador hacer todo tipO 
de movimientos con la jeringa, una vez que la guía de los movimientos se hace con la mane 
izquierda y la derecha se queda libre pru·a introducir el pico de la jeringa y el esperma en I! 
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vagina, sin e l incoveniente de retirar la mano ele la jeringa. Así. es ra guía petmite que las re inas 
sean inseminadas más depri sa, de una manera lll éÍS confonable y su cons trucción es sencil la y 
económica. 
Otras pa.rticularides fue ron pe1f eccionadas a lo largo del tiempo y aponaron mejorías a 
esta técnica, como por ejemplo. la observación hecha por MACK ENSEN t 1947) donde una 
reina tratada dos veces con C02 es tá obligada a poner huevos (WOYKE, 1976b: 
MACKENSEN y RUTINER. 1976: HARBO, 1986; LAIDLA W, 1989a,b). Las dos narcosis 
pueden durar 10 minutos y se pratican a intervalos de un día , pudiendo estar o no seguidas por 
la inseminación; también se puede administrar un tercer tratamiento, para estar seguros dei 
éxito, como anadió MACK ENSEN y RUTINER (1976). El empleo dei dióxido de carbono 
puede variar debido a muchos factores, segú n los dist inros autores. Es in teresame reseiiar el 
trabajo de KONOPACKA (199 1 ). sobre la aplicac ión de d ife ren tes durac iones de narcos is 
utilizando C02 o N20J en reinas in seminadas instrumentalmente con una o dos dosis (c:.~d a una 
de 8mmJ) de espem1a. Primero observá que la proporción de re inas ponedoras y no ponedoras . 
el número de espermatozoides en la espermareca, y el in tervalo emre el período de narcosis 
hasta Ia postura no estaban afectados por el tipo de gas utili zado. A su vez, la duración del 
tratamiento tenía un efecto significa tivo en el iilicio de la postura: reinas con dos dosis 
(narcotizadas 10 minutos cada vez) empezaban a poner, después de 7 a 8 d ías: re inas con dos 
dosis pero narcotizadas sólo 1 minu to. empezaban a poner después de un largo periodo. Dosis 
simples, con narcosis de 0,5-1.0 minutos o de 2 ó 3 minutos no reducían significativamente 
el inicio de la postura y dos dosis de espenna con 3 minutos de narcosis provocaban el inicio de 
la postura a lo largo de 15 días . a! 80% de las reinas. Similarmente, 118 ejemplares deApis 
mellifera carnica y 87 de A. mellifera ligustica fueron tratados dos veces con dióxido de 
carbono para inducir Ia puesta (huevos inféniles): 48 días después del primer tratamiento fueron 
rgic inseminados instrumentalmente con una media de 6.06 mm3 de esperma: después de la 
Asf inseminación sólo e! 5% de las reinas se quedaron estériles y los mejores resul tados fueron 
orlt obtenidos con la A. m. ligusrica (B IENEFELD y KUHNERT, 1992). 
e 11 Una panicularidad relativa a los machos es el hecho de que el espem1a de los zá.nganos 
.ta ! puede conservarse "in vitro" a temperaturas mayores a OOC, du rante algún tiempo (TABER y 
ulx BLUM, 1960 y TABER, 1961, ci tados por WOYKE (1976b)), más precisamente. en lajeringa 
aiic aimacenado a una temperatura de 20 a 25°C durante dos días (HARBO, 1986) y cuando es 
sus mezclado con esu·eptomicina e inu·oducido en capilaJes de vidrio, cenados y conservado a una 
~st l temperatura de 13-lYC, todavía pueden lograrse inseminaciones con él después de 35 semanas 
(POOLE y TABER, 1970, citados por WOYKE (1976b)). 
rg~ Recientemente, KAKPAKOV y col. (1995) proponen un método mejorado de 
conservación criobiológica dei espenna de zángano a través dei cual e! espe1ma dispone de una 
viabilidad del 80 a 95 %, después de 3 ai'íos de conservac ión en ni trógeno líquido. Su 
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conservación a largo plazo desempena un papel importante en la inseminaci ón instrumental 
las reinas de Apis mellif"era L. a lo largo de todo e! aiio. 
Uno de los factores en la téc nica de inseminación es la edad de los zángano\ 
esperma maduro, de calor crema amarillento puede obtenerse mediante la eversión anificial 
los zánganos de ai menos 12 días de edad (RUTTNER y TRY ASKO, 1976; HARBO, 1986). 
KOENINGER y col. (1995) afinnan que en Apis cerc111a indica la inseminacii 
instrumental, hasta el momento, sólo se ha practicado con motivo de algunos es tudk 
científicos debido a dos razones, la primera sería por el número reducido de espennatozoidest 
esta especie en comparación con los de Apis mellifera (aproximadamenre I 0%) y también ~ 
la concentración más baja dei espenna, la otra razón sería la presencia de un número más ba 
' de zánganos sexualmente maduros en la abeja asiática. Además discu ten si la ex tracciónc 
esperma de la vesícula seminal de los zánganos, y no dei eyaculado como hasta ahoru, sen. 
más favorable para la inseminación instrumental , viendo hasta que punto este método ha~ 
posible en el futuro la utilización práctica de la inseminac ión instrumental en e! marco de 10' 
programas de cría. Sin embargo, estudios anteriormente hechos revelaron que e! esperm: 
recolectado directamente de las vesículas seminales, solamente podría ser necesario a lgu n~ 
veces y que no era tan eficaz como e l recolectado desp ués de la eversión y eyaculació; 
(MACKENSEN, 1955, citado por MACKENSEN y RUTINER (1976)). Esto nos !leva. 
pensar y a resefíar e! estudio de MARTÍ y col. (1996) sobre la presencia de glicoproteínas) 
cambias en la composición dei semen asociados con la maduración de los zánganos. Mediante 
el empleo de lectinas, demostraron con la ayuda de las técnica de microscopia óptica ) 
electrónica, que no existen diferencias ultraestructurales entre espermatozoides procedentes dt 
zánganos maduros y de inmaduros. Por otra parte observan que la maduración de lm 
espermatozoides se produce en las vesículas seminales y además que los espennatozoidel 
localizados éstas presentan el mismo modelo de reacción con las tres lectinas que lm 
procedentes dei eyaculado, lo que puede ser debido ai hecho de que la composición de las 
glicoproteínas no se altera durante el paso dei esperma por los conductos deferentes hasta la 
eyaculación. Otro trabajo similar fue el realizado para estudiar e! efecro de la paras itación por 
V G/Toa jacobsoni sobre la expresión de las glicoproteínas en los espei111atozoides de Apis 
mellifera (DEL CACHO y col., 1996). 
Por otra parte, el número de inseminaciones y la cantidad de espermatozoides 
dependen principalmente dei propósito para el que se hace Ia inseminación. Una técnica común 
en los esquemas de selección y en experiencias de genética, es la inseminación de cada reina 
con un sólo zángano (MACKENSEN y RUTTNER, 1976; HARBO, 1986), pero arras pueden 
ser utilizadas; recientemente un nuevo procedimiento que permite obtener una representación 
más equilibrada del pauimonio genético de cada zángano, es la técnica de homogenización dei 
esperma (KUHNERT, 1990). Ya en 1988 KUHNERT había descrito un método, en e! cual se 
54 
r 
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los tubos cerrados a I s·c hasta e! momento de su utili zac ión. Una muestra de igual cantidad de 
semen era mezclada con una gran cantidad (12 veces e! vo lumen de i semen) de di luyenre (el 
tampón Tris con 2 aminoácidos), y la solución resultante era cenuifugada durante 10 minutos a 
cerca de 2500-2750 rpm. Reinas de 6 días de edad eran , entonces, inseminadas con 10-12 mi 
de semen y después introducidas en núcleos de 4 cuadros, obteniéndose con este método cerca 
de 90% de êxi to en las inseminaciones con las reinas que iniciaron la puesta 4,35 días después 
de la inseminación. 
Entre on·as posibilidades esta técnica puede ser usada para mantener la heterogeneidad 
en un programa de selección y para producir inseminaciones uniformes, pero genéticamente 
heterogéneas, las cuales incluyen la diversidad genérica de los espermatozoides , pero son 
uniformes porque és tos fueron tomados dei mismo tubo (HARBO, 1986). KUHNERT (1990) 
obtiene buenos resultados con tubos Eppendorf (0,4 ml) en los cuales fija el cuerpo de una 
jeringa que puede ser adaptable ai centrifugador. KAFTANOGLU y PENG (1980) 
demostraron que los espermatozoides pueden ser diluiclos (utilizaron e! diluyente de Kiev), 
mezclados y después recuperados por centrifugación. En la práctica con la técnica de 
centrifugación se han obtenido excelentes resultados ut ilizando el diluyente Kiev, también 
utsado por KUHNERT (1990) y con el tampón Tris utilizado por MORITZ ( 1984) quien refi1ió 
que solamente algunos di luyentes pueden ser utilizados con es_te método. Éxito en la 
inseminación de reinas con este método lo obtuvieron, entre otros, KAFT ANOGLU y PENG 
(1980); MORITZ (1 983, 1984) y KUHNERT (1990). La técnica.de homogenización fue 
utilizada también en un programa de selección en Australia, duran te 5 anos, con una media de 
éxito en las inseminaciones de 85 %. Se verificá que las reinas empezaban la puesta con más de 
4,35 días después de la inseminación y que a lo largo de 4 anos la viabilidad de la cría va.riaba 
de 88 a 94% y que no eran eran observadas diferencias apreciables ena·e la produtividad de las 
reinas inseminadas por este proceso cuando eran comparadas con ou·as inseminadas sin la 
homogenisación dei espem1a, como constataron KUHNERT y col. ( 1989). 
De manera similar, FISCHER y MAUL (1991) en sus estudios realizados sobre la 
técnica de homogenización del semen, encontraron que las reinas inseminadas con ésta 
proporcionaban resultados satisfactorios referentes al número de días para iniciar la puesta y a la 
propia puesta, cuando eran comparados con reinas inseminadas por el método convencional. 
Sin embargo, observaron que e! número medio de espermatozoides en la espermateca era más 
bajo en las reinas inseminadas con este proceso que en las inseminadas por el método 
convencional. 
Ou·os procedimientos han sido ensayados a pwtir de mezclas de espe1ma de zánganos. 
HARBO (1990) realizó el siguiente estudio: en cada uno de 6 experimentos, aproximadamente, 
300 mi de esperma fueron diluídos, mezclados y utilizados para inseminar cerca de 20 reinas . 
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La mezcla en cada experimento contenía una porc1on de espermatozoides marcad 
genéticamente y las reinas también eran marcadas y así la proporcicín dei esperma marcado y 
marcado en cada reina podría ser estimada a través dei porcentaje de descendientes marcact
01 
no. El objetivo era detenninar si cada reina recibía igual proporción de esperma marcado. ~ 
sus resultados constatá que los cambios casuales en la frecuencia de la descendencia en 
G 
independientes del volumen dei esperma, dei tiempo de inseminación y dei procedi111ien· 
utilizado cone! espenna en la inseminación . Una vez que. la mezcla de! esperma no provocaf 
cambias casuales en la frecuencia de la descendencia. dedujo que mucha de la variabilid~ 
podría haber sido originada por la competición dei esperma para vivir en la espennateca, pa: 
alcanzar y penetrar en el óvulo o para alcanzar e! pro núcleo dei óvulo. 
Desde que empezó a utilizarse hasta ahora, muchas variaciones en las técn icas ~ 
inseminación y en los materiales han sido hechas por los in vestigadores de diferentes paíse. 
Por lo que, la premisa para e! empleo usual , de rutina y a gran escala. de la inseminació· 
instrumental es un aparato sencillo y seguro. que deriva de un sinfín de mejoras ap licadas a lo-
aparatos de LAIDLA W (1948) y el de MACKENSEN- ROBERTS ( 1948) (RUTTNER y col 
1976). Éste último aparato se afianzó con la práctica debido n. su cons trucción sencilla y fácL 
manejo, pero a lo largo dei tiempo fue mejorado por !v1ACKENSEN (RUTTNER y col., 1976 
y posteriormente dese1ito por MACKENSEN y TUCKER en 1970 (HARBO y i\'1AUL, 1989} 
Otro aparato basado en e! modelo anterior fue construido por RUTTNER. SCHNEIDER ) 
FRESNA YE, en 1974 (WOYKE. 1976b y RUTTNER y col. , 1976) y es ll amado el "modelo c 
aparato estándar" una vez que conlleva las mejores y más originales innovaciones, siendo e 
más perfecto en términos ele evol ución de la inseminación instrumental (LAIDLA W, 1989a) 
Además, SCHLEY y GUTH (1990) refieren que debido a estas petfeccionamien tos un aparatc 
de inseminación mejorado estuvo disponible a! comienzo de los anos 80 e incluso st: seiiala 
igualmente una evolución en sus accesorios, por ejemplo. actualmente casi so lamente se utilizan 
puntas de vidrio ele micropipetas que son más fácilmente desinfectadas y de precio má! 
accesible. Por otra pane los mismos autores afiaden que la instalación dei dióxido de carbono el 
más sencilla, una vez que puede ser ligado, a una cápsula de una sóla utilización como también 
a una botella de gran capacidad. Otro ejemplo es la utilización hoy en día de lupas binoculares 
que tienen una óptica que permite una luminosidad intensa y muy buena nitidez, así como el 
alumbrado blanco y frío de la reina que apo11a una mejora en la iluminación gracias ai uso de la 
fibra de vidrio. 
Según HARBO y MAUL (1 989) e! material utilizado en la inseminación instrumental de 
las reinas se puede dividir en tres eslabones: el material apícola (jaulas para las reinas Y 
zánganos), mate1ial estándar de laboratolio (boteHa de dióxido de carbono con válvula reducrora 
con manómetro, recipiente de narcosis , recipiente de lavado para el contrai dei tlujo de gas, 
microscopia de lOX) y el material especializado (soporte de inseminación. los ganchos Y 
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jeringa). El mismo autor refirió que estos materiales variaban según los autores, cxistiendo los 
modelos estándar dei aparato de inseminación utilizados en los EE.UU. y los que se usan en 
Europa. Así, en los EE.UU. e! modelo más utilizado es el aparato descrito por MACKENSEN-
TUCKER en 1970 con la utilización de vmios tipos de jeringas y agujas, pero los más comunes 
son las jeringas y agujas de material plástico tipo MACKENSEN. En Europa. inicialmente con 
la introducción de la técnica de la inseminación, se adaptó el aparato de MACKENSEN-
ROBERTS como afirmó HARBO y iv1A UL (1989), pero con el objetivo de faci li tar su manejo 
casi todas las panes constituyentes han sido cambiadas (como por ejemplo el sopone de la reina 
que fue desarrollado por RUTTNER), también las agujas de mate rial plástico tipo 
MACKENSEN fueron susrituidas por los de vidrio debido a que proporcionaban unas mejores 
condiciones higiénicas y a su bajo precio. Un ejemplo es la jeringa con pistón de SCHLEY que 
puede ser fácilmente retirada para esterilización en e! autoclave. Por lo que el modelo adoptado 
posteriormente fue e! aparato estándar de RUTTNER, SCHNEIDER y FRESNA YE, 
pe1feccionado (HARBO y ~v1A UL, 1989). Este aparato fue tambíen e! adoptado por SIRERA 
MORENO y CANAS LLORIA ( 1996) en sus trabajos sobre inseminación. 
Además de! aparara de inseminación modelo estándar se pueden utilizar on·os, tales 
como, e! aparato realizado en Ia República Socialista de Checoslovaquia según VESEL Y, que 
es amplamiente utilizado en la Europa oriental (HARBO y MAUL, 1989) y tiene una 
construcción muy similar al aparato estándar, pero difiere en cuanto a los detalles (RUTTNER y 
col., 1976). Por ejemplo, Ias agujas de inseminación fabricadas en cristal o plástico tienen una 
forma cilíndrica que facilita la inseminación de reinas muy pequeiias de varias razas, además la 
aguja puede introducirse en e! oviducto mediano sin emplear la sonda vaginal. a través de un 
tornillo de reglaje introducido por primera vez en 1967 por VESEL Y. A su vez la jeringa se 
parece a! tipo MACKENSEN- ROBERTS pero se introduce a través de movimientos de 
atomillar, como en el aparato de LAIDLA W, sin embargo, se diferencia de este último por e1 
hecho de que el sistema de tornillos permite también esrablecer el ângulo de inclinación de la 
jeringa (RUTTNER y col., 1976). Un aparato de inseminación fue integrado con un 
microscopia y un recipiente de suministro de C02 en una unidad ponátil, con la utilización de 
jeringas, similares al tipo SCHLEY (A. y C. WINKLER, (1981, 1986), ci tados por Harbo y 
MAUL (1989)). En Dinamarca HOLM en 1986 desarrolló un aparato inicialmente dibujado por 
SWIENTY, en el cual los movimientos de los ganchos y de la jeringa eran controlados por 
micromanipu1adores. Además ha sido desaiTollado un aparato muy similar ai instrumento de 
NOLAN-MACKENSEN con los micromanipuladorores de la reina y de la jeringa son 
montados en bases separadas para pe1mitir movimientos independientes de cada uno de ellos y 
a.lgunos de sus componentes son ajustables, lo que impide la posibi1idad de ajustes impropios 
por parte de los operadores inexpertos. 
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KUHNERT y LAIDLA W (1994) han proporcionado un aparato simplificado Para 
inseminación instrumental de las reinas; con este aparato no es necesario utilizar los ganchr 
para mantener la cámara dei aguijón abiena y para retraer el aguijón, en cambio, el aguijón ~ 
preso por un par de forceps y empujado para crear una abertura amplia en la cual la jerin! 
' puede ser fácilmente insertada, e! esternito es mantenido en su lugar por un pequeno gane~ 
fijado ai sopone de la reina. Estas autores inseminaron 10 pares de reinas con el inseminactc 
clásico y con el nuevo y no encontraron diferencias significativas en el número ~ 
espermatozoides que llegaron a la espennateca, además el tamafío y el precio dei nuevo equi~ 
es más bajo y el procedimiento más rápido. 
Actualmente, hay una gran divergencia entre los investigadores en lo que concierne< 
uso de la inseminación instrumental, algunos son favorables a su práctica otros no. N 
obstante, si unos están de acuerdo que ésta no pueda sustituir el acoplam iento natural para 
producción masiva de reinas para la comercialización, lo que junto con la dificultad inherente 
la propia técnica, nos !leva a analizar algunos factores limitantes en la prác tica. En cambio, otr(l. 
como por ejemplo KOENINGER y col. (1995) afirman que en e! caso de Apis mellifera I! 
inseminación instrumental es, desde hace 40 anos, un componente intrínseco del programa d1 
cría. La mayoría de los autores está de acuerdo en que las reinas acopladas naturalmente viven 
por término medi o, más tiempo que las reinas inseminadas instrumentalmente (WOYKE l 
RUTTNER, 1976; HARBO y SBAZO, 1984; KANOPACKA, 1987) sin embargo, par: 
WOYKE y RUTTNER (1976) hay una longevidad ligeramente inferior en las reina! 
inseminadas instrumentalmente. A su vez, diversos autores han estudiado la posible influencií 
que tendrfa la inseminación instrumental en la producción de miei, no obstante los resultados nc 
han apartado una respuesta unívoca. ROBERTS (1964) y RUTTNER (1961) (citados p01 
WOYKE y RUTINER (1976)) no aprecian diferencias significativas en cuanto a la cantidad ) 
calidad de las crías y a la cosecha de miei. HARBO y SBAZO (1984) han enconu·ado una 
mayor producción de cría y de mie! en las reinas acopladas naturalmente. Al revés WILNE 
(1987) obtuvo resultados superiores a estos dos parámetros en las reinas inseminada! 
insn·umentalmente. Otras investigaciones en este sentido: son las hechas por LODESANI y cal 
(1991), a lo largo de 5 a fios en dos localidades de la región del Valle del Po (Pianura Padana). 
evaluando la actividad de las colonias de Apis mellifera ligustica sometidas a la inseminación 
insu·umental con las fecundadas de manera natural. Estas autores hicieron conn·oles periódico! 
para determinar la cantidad de la cría y de abejas adultas y la producción de mie!, siguiendo la 
técnica de inseminación descrita por RUTINER (1976) . En sus resultados constataron que la 
actividad de las colonias variaba según el afio y la localización geográfica y que no eran 
afectados significativamente por la edad de la reina. Por otra parte, las colonias con reinai 
inseminadas instrumentalmente a lo largo de la estación activa producían menor cantidad de cria 
cuando eran comparadas con las fecundadas naturalmente. Pequenas diferencias fueron 
.ión 
~ri n 
' 
ancc 
nactr 
quipl 
rne~ 
>. N·l 
:nte 
otro 
ra 11 
1a dt 
Iven 
par1 
observadas en el número de abejas adultas y no fueron observadas diferencias significativas en 
relación a Ia producción de miei. Lo que está de acuerdo con CRANE (1990a), quien afinna 
que Ia inseminación instrumental garantiza la identidad de los zánganos que fecundan a Ia reina, 
pero en circunstancias nonnales no produce una mejor fecundación de ésta ni mejor 
"performance" de la colonia que con el acoplamiento natural. PRABUCKI y col. (1987) 
inseminaron un total de 1212 reinas, divididas por 3 colmenares, entre 1985-1986 en Polonia. 
En el primer colmenar las reinas fueron inseminadas una vez (8mm3 de espe1ma) o dos veces 
(2x4mm3 de esperma) en colmei1as trapezoidales con 0,40 litros de obreras. En el segundo 
colmenar las reinas eran inseminadas una vez y mantenidas en núcleos de fecundación con 0,25 
litros de obreras, en el tercer colmenar las reinas eran inseminadas una vez y mantenidas en 
núcleos de fecundación Kalinowski con pocas obreras ( < 0,20 litros de obreras). a su vez la 
edad de Ias reinas variaba entre 6 a 16 días . Estos autores en sus resultados no obtuvieron 
diferencias significativas entre las reinas inseminadas una o dos veces. Las reinas inseminadas 
entre los 6-9 días de edad tardaban entre 10,7-13,5 días en comenzar la puesta, mientras que las 
que tenían 10-12 días de edad tardaban entre 6,4-8,3 días. Por lo que sugirieron que las reinas 
deben ser inseminadas con una edad de 10-12 días y que deben ser mantenidas antes y después 
de Ia inseminación en colmenas de fecundación con dos cuadros y 0,25 - 0,40 litros de obreras. 
También ya recorniendan que las reinas deben ser mantenidas con una humedad relativa de 
40%, ya que la migración de los espennatozoides en Ia espermateca está correlacionada 
negativamente con la humedad relativa (BUYS, 1992). 
Es decir, este procedimienro es hoy en día un instrumento que faci li ta considerablemente 
el desarrollo de la selección y la genética de abejas y en este punto ia mayoría de los autores 
están de acuerdo. La inseminación instrumental ha permitido el descubrimiento de muchos 
mutantes que fueron estudiados genéticamente, contribuyendo a la solución de numerosos 
problemas de genética y fisiología, ha aclarado el origen de diferentes líneas de abejas y a la 
determinación del sexo e incluso ha permitido progresos en la cría y selección de abejas más 
resistentes a las enfermedades, agentes polini zadores más eficaces , o mejores abejas 
pecoreadoras (WOYKE, 1976a). 
col. Así pues, tenemos que tener en cuenta que Ia inseminación instrumental, utilizada en 
na), estudios y mejoras, se ha convertido en una práctica habi tual en los programas de mejora y ha 
:ión contribuído ai desaiTollo de la producción apícola de muchos países. 
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II - MATERIAL Y MÉTODOS 
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1 - CARACTERIZACIÓN DEL ÁREA DE ESTUDIO 
Este estudio fue realizado en la cuidad de Braganza, perteneciente a la província de 
Trás - os - Montes y ubicada en el Nordeste de Ponugal, cuyas coordenadas son latitud 41 o 
49'N, longitud 6° 40'W y se encuentra, aproximadamente, a 720m de altitud sobre el nível dei 
mar (m.s.n.m.). 
El ensayo se llevó a cabo entre julio de 1995 y mayo de 1997, en dos colmenares 
experimentales que el Instituto Politécnico de Braganza posee en el área de influencia de! Parque 
Natural de Montesinho. 
El primer colmenar llamado Eiras (E), está ubicado en el paraje de las Eiras, y está 
situado en una zona de matoJTal en los extranadios de la ciudad, aproximadamente a 700m de 
altitud sobre el nível dei mar (m.s.n.m.). Se encuentra a 7 Km de la carretera nacional y cuya 
UTM es 29T PG 944, 429 (con latitud 41 o 54' 46"N y longitud 6° 40'12"W). 
El segundo colmenar R (Rebolai) está en la misma latitud que el anterior pero situado a 
3Km y, aproximadamente, a 790m de altitud sobre el nível dei mar (m.s.n.m.). 
El Parque Natural de Montesinho, figura 3, con un área aproximada de 75 000 ha, 
cmTesponde a la parte noite de los concejos de Braganza y Vinhais y engloba las sieJTas de 
Montesinho y Coroa (GONÇALVES, 1980). Su altitud varía entre los 1400m, valor máximo 
para la sieiTa de Montesinho y los 483m, su valor mínimo. 
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Figura 3 - Parque Natural de Montesinho 
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1.1- CLIMA 
Del punto de vista climático, es una región, que presenta caracte1isticas que la ubicl:C 
en una zona de transición de la influencia Atlántica para Continental. Por lo que, el Nordes: Ç 
Transmontano está ubicado en una zona de clima mediterrâneo, sin embargo, con influenciac:·.t.'j 
régimen atlântico, teniendo, además, una importancia fundamental en el régimen climático .~ 
condicionando la distJibución de la precipitación, la fisiografía. Presenta también una propied~ tA 
característica de los climas extratropicales, una vez que, por su posición en latitudes templadii! i 
tiene un régimen térmico en que la amplitud anual es superior a la diurna (GONÇALVE~ ~~ 
1985b). EI mismo autor, en el afio de 1991, aiiadió que se pueden enconn·ar algunas diferenci a:~~ 
regionales en lo que se refiere a la cantidad de precipitación y a la menor o mayor duración de i:f~ 
estación estival, pero que es común la casi inexistente lluvia en el verano. :1 1 
Es, por consiguiente, posible observar en la figura 4, el clima de la región. E! cua , 
pertenece, en buena parte, a la Terra Fría de Planalto CFJ, F2 y F3) con precipitacionei ,v 
superiores a los 1200mm, entre los 1000 - 1200mm/afio y entre los 800 y los 1 OOO mm/afio. 
respectivamente. Los relieves montafiosos están englobados en la Terra Fria de Montai'ia (M 11 
con precipitaciones superiores a los 1200mm y de Alta Montai'ia (A I) superiores a los 1400mm 
y los valles profundos pertenecen a la Te1Ta de Transição CT! y T2) con precipitaciones entre lo1 
800mm y los lOOOmm (AGROCONSULTORES yCOBA, 1991). 
La humedad relativa media anual oscila en tre los 60% y lo s 8 0~ 
(AGROCONSULTORES y COBA, 1991). A su vez, en la estación invernal, la temperatura 
media dei aire oscila entre los 3 a los YC (en e! mes más frío) y en la estación estival entre lm 
20 y los 21 OC (en e! mes más caliente) y los días de nieve varían entre los 40 a 50 en las zonal 
de mayor altitud y de 10 a 20 en las restantes zonas (GONÇALVES, 1980). 
o 
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Leyenda: 
Terra Fria de Alta Montafia 
A1 ->1200 mm 
Te1ra Fria de Planalto 
Fl->1200 mm 
Fz- 1000- 1200 mm 
F3- 800-1000 mm 
F4- 600-800 mm 
Fs -< 600 mm 
Terra Fria de Montanha 
MI - > 1200 mm 
M2- 1000-1200 mm 
Terra de Transição 
Tl - > 1200 mm 
T2 - 1000-1200 mm 
T3 - 800-1000 mm 
T2 - 600-800 mm 
T2-< 600 mm 
Figura 4- Mapa de las zonas climáticas homogeneas de la región (AGROCONSULTORES y 
COBA, 1991) 
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I 
1.2- EDAFOLOGIA 
Relativamente a la edafología GONÇALVES (1985a) encontrá en este área una 
predominancia de suelos incipientes y argiluviados (anteriormente denominados por suelos 
mediteiTáneos) poco saturados que se caracte1izan por una agregación que dete1mina una buena 
permeabilidad interna, íntimamente relacionada con el grado de resistencia a los fenómenos d~ 
erosión. Los datos de AGROCONSULTORES y COBA (1991), sobre la Carta de Suelosde, 
Nordeste Transmontano, revelan sobre todo que, la unidad pedológica más representativa de la 
región de Braganza son los leptosuelos, siguiéndose con una representación mucho menor, los 
cambisuelos y todas las otras unidades (luvisuelos, alisuelos y fluv isuelos). 
1.3 - FLORA Y YEGET ACIÓN 
En lo que respecta a los aspectos generales de la vegetación de la región y del Parque 
Natural de Montesinho, las principales especies arbóreas están representadas por Querem! 
pyrenaica, Casranea sativa y Quercus rotundifolia (DINIS y RIBEIRO, 1988; CASTRO y col., 
1989). Las especies vegetales representativas de las áreas de matonales son, entre otras, los 
brezos (Calluna vulgaris y Erica spp.), la carquesia (Chamaespartium tridentatum), eljaguarzo 
blanco (Halimium al)~.5_,~iq~s), los rosales silvestres (Rosa canina, Rosa micrantha). Así como, 
el tojo (Ulex spp.), l'às jaras (Cisws spp.), la lavanda (Lavandula pedunculata), el tomillo 
(Thymus mastichina), la jara pringosa (Cistus ladanifer) y la j ara estepa (Cistus salvifolius) 
(AGROCONSULTORES y COBA, 1988). 6) 
Posteriormente, AGUIAR (1993) (citado por ROCHA, 1996) sugirió que la sucesión 
ecológica regresiva en las series de vegetación climatófilas de la región puede resumirse, figura 
5, en general, por los bosques de tipo forestal que son dominados por Quercus pyrenaica, 
acompafiado por especies como Genistafalcata, Arenaria montana, Brachypodiwn sylvaticum Y 
Viola riviniana. Ya, en la orla de estos bosques, en los matoiTales pre-forestales (Genisto 
falcatae - Ericetum arborea a Cytiso scopario - Genistetum polgaliphyllae) , dominados por 
leguminosas como el Cytisus scoparius, la Genista fale ata y la Genista florida subsp. 
polygaliphy!!a a las que se juntan en algunas situaciones la Erica arborea y el Pteridium 
aquilinum. En otra etapa regresiva subsecuente de la sucesió n, aparecen entonces, las 
comunidades herbáceas perennes que son dominadas por las gramíneas (Agrotis casrellana) . AI 
final, surgen las comunidades de plantas anuales que son muy diversificadas y contienen 
e species como Helianthemetea guttati, Xolantha guttata, Onzithopus compressus, Anthyllis 
lotoid.es, Trifolium campestre, Leontodon saxati!is subsp. hispidus y Tolpis barbara. 
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SUCESIÓN ecológica regresiva de las series climatófila y edafoxerófila 
CLIMAX (robledales o encinares) 
+ 
Matorrales pre-forestales (retamaJ·es) 
+ 
Comunidades herbáceas perennes (Agmris casrellana) 
t 
Matorrales helió fil as oligotróficos (brezos y jaras) 
+ 
Comunidad de plantas herbáceas anuales 
Figura 5- Sucesión ecológica regresiva propuesta por AGUIAR (1993), 
adaptada de ROCHA (1996). 
En el área de estudio, la vegetación más caTacterística, figura 6 y 7, son los matorrales 
de brezos, que tienen como ejemplares dominantes, entre otros, la Erica umbe!lata y la Erica 
australis y los matorrales de jaras donde predominan las jaras, como por ejemp lo, e! Cistus 
ladanifer, la lavanda (Lavandula stoechas) y el tomillo (Thymus masrichina). 
Figma 6 - Vista general de los matorrales de brezos y jaJ·as 
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Figura 7 - Aspecto particular de los matorrales del área de estuclio 
2 - LAS ABEJAS DE ESTUDIO 
Se trabajó con colonias de abejas de la raza geográfica Apis mellifera iberica, según la 
clasificación auibuida y aceptada por vmios autores, como por ejemplo, RUTTNER (1973, 
1975), SANTIAGO y col. (1986), MURILHAS y GRAÇA (1992). RUTTNER (l988a) 
recordá que aunque esta clasificación (nombre) haya sido atribuída por GOETZE en el ano de 
1964, desde entonces hasta ahora no ha sido debiclamente descrita. Sin embargo, en los últimos 
anos, algunos n·abajos han sido realizados con e l próposito ele ac larar la posic ión taxonómica de 
esta raza. Uno de ésros es e l que hi cieron MURILHAS y GRAÇA ( 1992), qu ienes estudiaro n 
la identi ficac ión de la subespecie de abeja tradiciona lmente utili zada en el Sur de Portugal. 
Utilizaron como tratamiento estaclístico un aná li sis multivariante sobre 25 ca racteres 
investígados y encontraron tres hipótesis aparentemente plausibles para e ntender correctamente 
la verdadera naturaleza de nuestras abejas locales . Teniendo en c uenta que la Apis mellifera 
iberica es e n realtdad una subespecie de Apis melllfera entonces, las abejas locales manifiestan 
alguna hibridac ión entre Apis melli{era melli{era y Apis mellifera iberico : en la segunda 
hipótesis propusieron que las abejas locales manifiestan algCtn grado de mocle lac ión ambiental , 
cuando se considera que Apis mellifera i!Jerica no es una subespec ie dis ti nta ele Apis mellifera 
mellifera . Otra explicac ión posib le puecle estar rel ac ionada co n e l hec ho de que éstas 
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pe1tenezcan a una zona de hibridación específica, en tre líneas de abejas africanas o de la europa 
occidental. 
Desde el punto de vista de los apicultores hablamos de una abeja llamada en general 
abeja negra o abeja local que, de acuerdo con el trabajo de FERT (I 996a), se trata de la abeja 
Apis mellifera me!lifera. Por lo que, haremos referencia a las formas locales de abejas Apis 
mel!ifera L., puesto que nos encontramos sin datos objetivos. 
3 - COLMENARES DE ESTUDIO 
En la tabla nº 7 se expone la relación de colmenares que han sido estudiados, 
localización, resumen de manejo, muestras destinadas para estuclios de selección de estirpes con 
buena capacidad limpiadora y el número de colmenas utilizadas en la cuantificación de la 
Ascosferiosis. 
Tabla nº 7 - Relación de colmenares que han sido estudiados 
LOCALIZACIÓN DENOMINACIÓN ZONAS RÊG!MEN N2 DE COLMENAS UTILIZA DAS EN ANÁL!S !S 
DEL COLMENAR DEL COLMENAR DE OR!GE:-1 DE MANEJO TEST DE L!MP!EZA ClANT!F!CAC!Ó:-1 DE 
LA ASCOSFER!OSIS 
Alrededores Eiras Autóctones Fijista }0 
Braganza 
cuidad 
Alrededores Rebolai Autóctones Fij ista 43 
Braganza Recogidos en 
cuidad los alrededores 
de la ciudad 
En cada colmenar se realizá un muestreo totalmente aleatorio y se tomaron como 
mínimo 20 colmenas en el colmenar E y 43 colmenas en el colmenar R, aunque en algunos 
casos las muestras se vieron reducidas por varias circunstancias , tales como, muene durante el 
transpmte o presentación de síntomas patológicos. 
En e l colmenar E se ha trabajado con 20 colmenas, todas ellas eran de modelo 
Lusitana, de disefio nacional, como se puede observar en la figura 8, 9 y 10. 
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Figura 8 - Vista general dei colmenar Eiras 
Figura 9 - Colmena Lusitana 
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Figura lO- Cuadro de la colmena Lusitana 
Los cuadros tienen como dimensiones externas 300mm de altura y 360mm ele largo 
(ROS ÁRIO NUNES, 1980) y como dimensiones internas 275mm de altura y 340mm de largo, 
con un área interna total de 93,5dm2 (PAIXÃO, 1974). Caracteres destacados ele éstas son e l 
hecho de que solamente llevan medias alzas. Dichas colmenas tenían cría operculada, una 
población agrupada entre 2-4 alzas y un cuerpo ele cáma.ra de cría. Su origen es simp le, una vez 
que fue formado por enjambres autóctonos ya existentes en e l colmena.r. A su vez, el manejo es 
estable. pues, no hace n transhumancia. 
El origen de l co lmenar Rebolai es doble: se fo rmó con co lme nas comp radas a 
apicultores en las cercanías de la cu idacl de Braganza , que tenían en común la presencia dei 
hongo Ascosphaera apis y enjambres ya existe ntes en e l apiario. Se trabaj ó en plena producción 
con 43 co lmenas tipo Langstroth, con alzas en el período que antecede a la cresta (fig ura l l ). 
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Figura 11 - Vista general del colmenar Rebolai 
Se hicieron cuatro lotes homogéneos (1, II , III y IV) con porcen tajes de infestación 
alto, medio y bajo en todos los grupos. Se toma.ron diez colmenas como testigo. 
En ambos colmenares experimentales se numeraron las colmenas y los cuadros con 
números latinos, mientras que los lotes los identificamos con números romanos y las reinas las 
marcamos con el color dei ano. 
La razón por la cualnos decidimos por estos colmena.res fue porque el Parque Natural 
de Montes inho los ll evaba contro lando desde hac ía vario s a iios y afirmaba que no habían 
realizado trashumancia. Además, esta es una zo na de gran atracción mel ífera, por la variedad de 
flora que presenta el matorral y una zona rica en e njam bres naturales, y de algu nos colmenares 
tradicio nales donde todavía las abejas se manrienen en co lmenas fijistas, ele corcho, donde no es 
posible ninguna manipulación ele panales y s u multip li cac ión se rea li za exclusivamente por 
enjambrazó n. 
3. 1 - MATERIAL EMPLEADO EN LA CRÍA DE REINAS 
Para la reali zac ión ele la cría ele re inas se uti lizó e! siguiente material : 
- co lmenas madres. de las que se obtie nen las larvas para la cría real. 
colmenas iniciadoras. incubadoras o nodri zas; en e! las se llevô a cabo la primera fase 
de la cría. 
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- colmenas criadoras, finalizadoras o de acabado; en ellas se llevó a cabo la segunda 
fase de la cría, 
- núcleos de fecundación o "baby" núcleos, se trata de pequenas colmenas de 
fecundación, 
- pinza profesional para extraer larvas; pequeno utensílio para efectuar el traslado de las 
larvas desde su celdilla natural a las cúpulas de cera, 
- calibrador, se trata de un molde de goma que nos permit ió la fabricación de las 
cúpulas de cera, donde se alojaron las larvas, pero también empleamos las cúpulas 
de mateiial plástico, 
- barritas porta-cúpulas, pequenas tablitas de madera, donde se fijaron en una de sus 
caras, los sopones en plástico de las cúpulas y sobre éstos, se insenaron las cúpulas 
de plástico sobre las cuales se fijaron las cúpulas de cera, 
- marcos y bastidores para la colocación de las barritas pana-cúpulas, obteniéndose así 
el cuadro ponacúpulas, 
- marcadores de reinas cilíndricos. Se trata de discos en colores (blanco, rojo, azul, 
amarillo y verde) de material plástico, numerados de 1 a 99. 
3.2- MATERIAL UTILIZADO EN LA INSEMINACIÓN INSTRUME0TTAL 
Para el desarrollo de la metodología de la inseminación instrumental se utilizó un 
aparato de inseminación tipo estándar, según SCHLEY, como se puede observar en la figura 
12, 13 y 14, que se compone de los siguientes elementos tipificados fundamentales: 
- soporte con placa base y dos columnas de sopone, 
- bloque de la reina con conducto de gas y sopmte para la reina, 
- gancho dorsal perforado y gancho ventral, fijos en las columnas dei soporte, con 
libenad de movimientos en todas las direcciones, 
- bloque de la jeringa, para fijar y dirigir mecánicamente la jeringa, 
- jelinga con pistón de SCHLEY, que puede ser fácilmente retirada para esterilización 
en autoclave, y puntas de vidrio (capilares de c1istal) reemplazables, 
- fuente de gas carbónico, una botella industrial con una válvula reductora con 
manómetro, y con conductos hacia el bloque de la reina y el rec ipiente de narcosis. 
Para el control del reglaje preciso del flujo de gas se interpone un balón lleno de 
agua. 
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Adémas. se cmplearon Lambién los stgutentes acceso rios: 
- una lupa bi nocular con una ampliac ión de 7 a 20 aumentos, la cual riene un brazo 
flexible y giratorio, con una altura de trabajo de lOOmm e ilumi nac ión incorporada, 
- tubos capilares, para la conservación dei esperma, 
- marcadores de colores diferences, para identificar la edad de los zánganos, 
- caja de vuelo Andersen, para el transporte ele los machos y recolección dei esperma, 
-jaulas pequenas. para el transporte de las reinas con 5- l O acompai'íantes. 
Figura 12- Vista general del aparato de inseminación 
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Figura 13 - Aspecto del bloque de la re ina y de los ganchos 
Figura 14 - Aspecto de la jeringa e introducción del semen 
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3 .. ) - MATERIAL EiVI PLEADO EN LA INTRODUCCION DE REINAS (ENJAU LADO) 
Para la real ización ele la técnica de imroducc ión se emplearon unas jaulas ele plástico. 
blancas. pequei1as y rectangulares si milares a las jaulas de in troducción de MILLER, aunque 
d ifer ían de éstas una vez que sólo tienen un orifíc io de entrada, como se puede observru· en la 
figura 10. 
Figura 15 - Tipo de jaula empleada en la ümoducción de reinas 
4 -TOMA DE MUESTRAS PARA LOS ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO 
HIGIÉNICO 
Se trabajó con 20 co1menas de experimentación del colmenru· E, en agosto de 1995, 
donde se realiza.ron dos tipos de test. La zona de cría fue dibujada en papel de acetato. 
Todas las operaciones ejecutadas fueron anotadas en fichas para un conn·ol individual 
de cada co1mena. 
4. 1 - TEST DE CONGELACIÓN DE LA CRÍA 
En e! primer test (Test 1 ), se cortá un trozo de panal de cría de 1 Ox 1 O cm de cada 
c olmena (aproximadamente 150 celdillas) y se llevó al laboratorio donde se congelaron las 
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muestras durante 48 horas, según la técnica descrita por NEWTON y col. ( I 975), en bo lsas de 
plástico cerradas hennéticamente y rotuladas con e! lugar de origen y fecha de admisión. Se 
abrió una ficha de cada colmena y se anotaron los datos conocidos (origen de la colmena, 
localización, productividad, mansedumbre, observaciones paiticulares). 
Las muestras se mantuvieron a -2o·c y, posteriormente, a temperatura ambien te 
durante 12 horas como describió en su técnica CARDENAL GAL V ÁN y col. (1988). A 
continuación el trozo se insertó en e! espacio vacío, se marcá el listón superior del cuadro, 
siendo colocado de nuevo en la colmena. 
Los cuadros seleccionados para los dos test, eran cuadros de cría típicos con reservas 
en los extremos de polen y mie!, y con un área de cría que comprendía aproximadamente dos 
tercios (2/3) de cría de obreras operculadas y un te rei o ( 1/3) de cría abierta en todos los 
estadias. Se eligieron celdillas de cría en la fase de operculación conteniendo prepupas y pupas 
jóvenes, siendo la edad detenninada de una forma aproximada por la observación de la forma 
dei cuerpo y del colar de los ojos. 
4.2 - TEST DE MUERTE DE LA CRÍA POR PUNCIÓN 
Simultáneamente se ejecutó el segundo test (Test 2) que consistió en el sacrifício de 21 
crías por punción, como desc1ibieron entre otros, NEWTON y OSTASIEWSKI (1986) y 
CARDENAL GAL V ÁN y col. (1988). Para lo cual, se matá, mediante punción con alambre 
fino, tres lotes de 7 crías operculadas situadas en otras tantas zonas dei cuadro. Para una mejor 
identificación se utilizaron chinchetas de colores colocadas dos celdillas encima de aquellas. 
En ambos test, nos interesaba la rapidez con que las nodrizas iniciaban el 
desoperculado de las celdillas y la rapidez coo que extraían las crías. Por lo que, anotamos y 
controlamos, en los dos test, a las 24h. , 48h., y a los 5 días, la proporción de cría 
desoperculada y extraída en ambos lados de cada cuadro y cada colmena. El porcentaje de 
celdillas desoperculadas fue calculado por el cociente del número de celdillas desoperculadas en 
el cuadro por el número total de celdillas operculadas que se quedaban en cada una de las 
observaciones. El porcentaje de la cría muerta que fue extraída en cada observación, fue 
calculada por el cociente del número de celdillas vacías en cada observación por el número total 
de celdillas operculadas inicialmente. En el test de muerte por congelación, hay que destacar que 
para calcular el número total de celdillas operculadas inicialmente tuvo que subtraerse, el 
número total de celdillas inicialmente vacías, una vez que, algunas de las muestras no tenían al 
inicio (cuando se cortó el rrozo de panal) la totalidad de las celdillas operculadas, en ambos 
lados del cuadro. 
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Consideramos que una colonia es higiénica, para ambos test, cuando !impia la c~~ 
muena hasta las 48 horas. Las colonias que tardan más de 48 horas, o sea hasta los 5 días n~ 
son consideradas higiénicas. 
La metodología seguida tuvo presente la característica dei hongo de presentarse en 
ambas fases sexuales. 
Se trabajó fundamentalmente con colmenas no afectadas de micosis clínica (colonias 
sanas) y todas las variables ambientales y microambientales fueron tenidas en cuenta. 
4.3 - MUESTREO PARA LA CRÍA DE REINAS 
E! muestreo para la cría de reinas fue realizado entre e! 15 de mayo y e! 13 de junio de 
1996. 
El sistema de cría utilizado obedece al método de! rranslarve o Dooli ttle. No obstante 
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se introdujo una serie de variantes con respecto a él, que describiremos posteriom1ente. Con 
ello lo que se pretende es promover un sistema de cría que mejor se adapte a los eco tipos de 
abejas locales integradas en una zona de condicionalismos ambientales y climáticos propios y de 
esta f01ma también simplificar el u·ab~jo de c1ia, que incluye las operaciones que a continuación 
describimos. 
Para empezar, escogemos aquellas reinas de las colonias que limpian la cría muerta en 
- el menor tiempo, por lo que, se realizó la selección ele las colmenas madre en base a su 
componamiento higiénico y, si era posible, a sus cualidades de mansedumbre, productividad y 
poco instinto de enjambrazón; así como en las que servirán para formar las colmenas 
inicializadoras y de acabado, para lo que se tuvo en cuenta además de su comportamiento de 
limpieza, el grado de desa.J.Tollo de los enja.mbres. 
A su vez, para favorecer la aceptación de las cúpulas a.rtificiales que servi.rían de base 
para la cría real, se introdujeron éstas durante 24 horas en el interior de una colmena fuene. El 
número de cúpulas a colocar por colmena iniciadora fue de 24, distribuídas en dos listones de 
12 cúpulas cada una, lo que está de acuerdo con RUTTNER (1988b) que recomienda una cifra 
de 20 a 25 como máximo de cúpulas a colocar simultáneamente por colmena in iciadora. El 
cuadro ponacúpulas contiene alimentador incorporado (fabricado manualmeme, por nosotros), 
como se puede observar en la figura 16. 
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Figura 16 - Cuadro p01tacúpulas con al imentador incorporado 
A continuac ió n se formaro n las co lme nas inc ubado ras (se utilizaron c uatro) y 
finalizacloras. Las inc ubadoras se preparaban aproximadamente 8 a 10 clías antes, colocando en 
su interior uno a dos cuadro con polen, otros con pollo operculado, un a limentador superior 
con un litro ele j arabe (50% de agua, 50% de mie i) y de 1 a l ,5 kg de abejas nod.rizas. La 
preparación de las colme nas finalizadoras (se utilizaron cuau·o) lo mismo que se ha descrito 
anteriormente, pero estas colmenas tenían reina, dos nidos de cría (un cajón inferior y o tro 
superior), e l excluidor de re inas y, dos alzas. Estas colmenas tienen q ue ser fuertes, Uenas de 
abejas y con excele ntes provisiones de miei y pole n. En el centro dei nido de cría superior se 
u·ansportaron dos panales de cría abierta, dos panales de cría opercul ada, extraídos del nido 
inferior y recubiertos por abejas adultas. 
En el día dei translarve, las co lmenas iniciadoras se dejaron huérfanas 10 horas antes 
de la introducción de las cúpulas, de ac uerdo con el método de ALLEY, descrito por MORSE 
(1994). S in embargo , RUTTNER y RUTTNER (1983) recomiendan un período de otfandad 
de 3 a 5 horas y G UTH ( 1990) utilizó un período de I a 2 horas. Las colmenas se hicieron 
huétfanas con el objeti vo de aumemar el grado de acepración larvar y además, se retiraron todos 
los cuad.ros con pollo, como describió GUTH ( 1990a), que eran inrroducidos en las colonias de 
acabado. La razó n por la cual nos decid imos por este período de orfandad y por la retirada de 
todos los cuadros con cría, fue debido a i mayor grado de aceptación lru·var que fue observado 
de esta f01ma e n e l desruTollo de ou·os experimentos. 
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A primera hora de la jornada de trabajo. se real izó e l rranslarve. que consisriô en coger, 
con la ay uda de una pinza profes ional , una larva apenas visible ~ 12 a 36 horas), según lo 
recomendado por RUTTNER ( 19~7 ), dei interior ele su celda natural y tra nsferiria a la cúpula 
artificial. El cuadro portacúpulas fue colocado en el centro del niclo ele cría, en tre un cuadro ele 
miei clesoperculado y otro con polen; los restantes cuaclros renían mie i clesopercu lacla y polen. 
Nuestra variante fue adaptada de! método de GUTH (1990a), aunque este autor haya emp leado 
48 cúpulas (2 cuadros con 24 cúpulas) y se afirman que generalmenre la aceprac ión no es 
inferior a 45 realeras, realizando dos series con un intervalo de 24 horas. 
Realizamos 4 series, todas en colmenas diferentes, las dos primeras con un intervalo 
de 24 horas (30 y 31 de mayo) y las últimas cuatro clías después (4 ele junio). La razón por la 
cual no realizamos el translarve simúltaneo para las 4 series en elmismo d ía fue elebido ai hecho 
de que solamente reníamos 40 núcleos ele fecundación además ele otros factores, rales como, las 
condiciones climáticas y la propia distancia de! colmenar. 
El elía siguiente (24 horas, elespués ) se retiraron los cuaclros porracúpulas ele las 
co lmenas incubadoras , momento en que se proceelió ai contrai de aceptac ión, y se in trocl ujeron 
en la colmena ele acabado, donde las realeras pennanecieron durante 5 a 6 cl ías. 
Después ele su permanencia en la colmena de acabado, las celelas se traslaclaron a los 
núcleos ele fecundación , que fueron preparados 5 a 6 horas an tes, con un volumen aproximado 
de 400 mi de abejas noclrizas y alimento ("cancli" en forma de pas ta). Así, una vez en el 
colmenar ele fecundación, se procedió a colocar una celcla en cada núcleo de fecundación , 
inje1tándola en un lateral de la parte superior de uno de los cuadros centrales, los cuales fueron 
colocados aproximadamente, a SK.m ele! co lmenar E. 
Por lo que, el nacimiento y la posterior iniciación de la puesta, una vez fecundadas las 
jóvenes reinas, por acoplamiento natural o inseminación instrumental, tuvo lugar en pequenos 
núcleos "baby-núcleos", que pueden ser observados en la figura 17. 
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Figura 17 - "Baby-núcleos" utilizados para el nacimiento y posterior iniciación de la 
puesta de las jóvenes reinas 
E! contrai de la eclosión fue efectuado 12 a 14 días después de realizado e l transla.rve 
y, al mismo tiempo, también se marcaron las reinas destinadas al acoplamiento natural. Para lo 
...... 
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cual, se ernpleó el disco de color blanco , cone! respectivo LHÍmcro. de ac uerd o con e! códi!!.o 
internacional de colores , qlie fue fijaclo sobre el tórax de cada re ina. Aprox imaclamente 7 d ~t s 
después, algunas re inas hi cieron su vuelo nupcial y una semana después se hizo el con trol de la 
iniciac ián de la puesta. 
4.4- PREPARACIÓN DE LAS REINAS PARA LA INSEMINACIÓN 
Las reinas destinadas para la inseminacián fueron mantenidas en libertad en los "baby-
núcleos" o núcleos de fecundacián, desde la eclos ián hasta e l quinto o sexto día de vida. Para 
evitar el vuelo no controlado de estas reinas se instalá, delan te ele la piquera. un exc luicl or. 
cuyos separadores eran de plástico. 
En el día de la inseminacián. las reinas fueron transportadas por la maiiana clescle el 
colmenar ele fecunclacián hasta el laboratorio . en una jaula pequeiia con 5 a lO acompaiianres y 
el respectivo alimentador con "candi" en pasta . La distancia aproximada fue de 20Km. 
4.5- PREPARACIÓN DE LA CRÍA Y MANTENIMIENTO DE LOS Z.Á.NGANOS 
PARA LA INSEMINACIÓN 
Para la producción de los zánganos se partiá de colonias selectas, conocidas por su 
excelente capacidad limpiadora y su rendimiento como criadoras. Algunos días antes de la 
eclosián, los panales con crías de zánganos eran marcados con alfileres, con e l objeto de 
controlar su eclosión, para conocer la eclad mínima de los zánganos presentes y, durante 2 a 3 
d ías, a lo largo de la eclosión, los individuas recién naciclos fueron marcados con tinta ele 
colores difere ... ntes. Esto se realizá a primeros de junio de 1996. 
AI cabo de algunos dfas (10 a 12 días), los zánganos eran !levados ele las colmenas ai 
laboratorio de Fisiología y Reproducción de la Escuela Superior Agraria (Instituto Politécnico 
de Braganza), en una caja de vuelo tipo Andersen, descrita por DUSTMANN y col. (1991). La 
caja fue construida manualmente, de madera con una parte de red de alambre, un alimentador y 
una jaula para separar los zánganos de las eventuales obreras agregadas para su cuidado (en 
número por lo menos igual al de los machos), como se puede observar en la fig ura 18. Los 
zánganos fueron capturados en la piquera cuando regresaban dei campo. 
~ 
Andersen, para el transporte de los machos y 
recolección del espe1ma 
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4.6- PREPARACIÓN DE LA INSEMINACIÓN INSTRUMENTAL 
Se siguió la técnica de inseminación de SCHLEY, descrita por SCHLEY y GUTH 
(1990) y DUSTMANN y col. (1991). 
La recolección dei espenna se realizá a mediados de junio, mediante recogida anificial, 
prensando e! abdomen de cada zángano, y éste fue conservado en tubos capilares a temperatura 
ambiente de 21 ·c, como describieron HARBO y WILLIAMS (1987), HARBO (1989) y 
GUTH (1990b). Se utilizá como diluyente la solución salina fisiológica de Hyes (una vez que 
es más sencilla su elaboración y que fue comprobada su eficacia) de acuerdo con varios autores, 
RUTINER y TR Y ASKO (1976), MORITZ (1989), KUHNERT (1990) y DUSTMANN y col 
(1991). En Ia tabla n2 8 se describe Ia composición de la solución fisiológica de Hyes. 
Componentes 
Cloruro de sadio 
Cloruro de calcio 
Ctoruro de porasio 
Hidrocarbonaco de sodio 
Cantidad (Gramos) 
9,0 
0,2 
0,2 
0,2 
Diluyendo en 1 OOOmJ de agua destilada 
TABLA n2 8 - Composición de la so lución fisiológica de Hyes (RUTTNER y 
TRYASKO, 1976). 
Las inseminaciones se efectuaron a finales dei mismo mes. Para las cuales respetamos 
los siguienres pasos: toma dei esperma en la jeringa, instalac ión y narcosis de la reina e 
inseminación. 
Se efectuaron dos tratamientos con dióxido de carbono, uno 24 horas antes de la 
inseminación durante un periodo de 10 minutos, como describen MORITZ (1989), SCHLEY y 
GUTH (1990b). AI día siguiente se efectuá ei segundo tratamiento para proceder a la 
inseminación (inseminación reina= 10 minutos). Las reinas fueron inseminadas con 6-8mm3 de 
esperma. A continuación, eran marcadas con el disco de color blanco cuando se encontraban 
todavía en estado de narcosis. 
80 
4.7- MANTENIMIENTO DE LAS REINAS DESPUÉS DE LA INSEMINACIÓN 
Las reinas inseminadas fueron introducidas en las jaulas para posterior transpone hasta 
el colmenar de fecundación, donde se dejaron libres en los respectivos "baby-núcleos". El 
excluidor se sacó de la piquera só lo después de haber comprobado el comienzo de la puesta. 
4.8- TÉCNICA DE INTRODUCCIÓN DE LAS REINAS 
Se siguió la técnica de las jaulas de introducción, según MILLER descrito por 
LAIDLA W ( 1979) y RUTTNER (1987). 
El día anterior a la realización dei repoblamiento se dejaron huétfanas 33 colmenas de! 
apiario dei Rebola i. A su vez, las jóvenes re inas, ya marcadas, se transponaban dei colmenar de 
fecundación en las jaulas de introducción tipo MILLER. Éstas se introdujeron, sobre un panal, 
en la zona de la cría a punto de nacer. El principio básico de esta técnica de introducción tiene 
como objetivo estimular las abejas de la colonia a consumir la solución azucarada del 
compartimento dei "c<mdi", pennitiendo de esta forma, su entrada y familiar"ización con la reina. 
Al cabo de dos a tres días, la entrada se queda libre y las obreras pueden entrar en el 
companimento donde está la reina y ésta, ya aceptada, puede salir. A los pocos días se saca la 
jaula y la reina y las abejas q ue nacieron, se mezclan con las demás abejas de las colmenas. 
4.9- MUESTREO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE LA ASCOSFERIOSIS 
Se trabajó con 43 colmenas afectadas de micosis clínica dei colmenar Rebolai. 
Previamente a la introducción de las reinas seleccionadas, lo que ocurrió en la 
primavera de 1996, se anotó e! número de alveolos contaminados (recuemo dei número total de 
mornias blancas y negras) por panal y por colmena, de acuerdo con la metodología seguida por 
NELSON y col. (1977), TABER (1986). (1987), TABER y GILLIAM (1988), GILLIAM y 
col. (1988), lo que denominamos de contaje inicial antes de cambiar las reinas (C.LA.C.R). 
En el verano dei mi smo ano, un mes después de la aceptación de las reinas 
seleccionadas, se contabilizó la cantidad de momias to tales (blancas y negras) presentes en cada 
uno de los 10 cuadros (fueron contabilizadas ambas las caras de cada cuadro) de cada colmena 
y lo mismo fue hecho para las colmenas testigo. Este conu·ol se realizó al final de 30, 60 y 90 
días, aproximadamente, que cmTesponden respectivamiente, a los meses de septiembre, octubre 
y noviembre y se repitió en la primavera de! aí'io siguiente (1997). en los meses de marzo, abril 
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y mayo. AI primer conraje real izado después de cambiar las reinas de las colmenas enfen11as 
las reinas seleccionadas. lo que ocurrió en septiembre, le !!amamos C. I.o.C.R· 
Para calcular el grado de afección de cada colmena se confeccioná la siguiente 
de 1 a 10: 
O (celdillas sin momias) , I (1 -10 momias), 2 (11-20), 3 (2 1-30).-+ (31 -40), 5 (41. 
50), 6 (51- 60), 7 (61- 70), 8 (71- 80), 9 (8 1- 90) y lO (más de 91). 
5 - ESTUDIO ESTADÍSTICO 
Los datos fueron procesados en un ordenador Macintosh modelo LCIII, con los 
siguientes programas Statview 4.0 y Super Anova. 
Cone! sentido de comparar las frecuencias obtenidas de los test de muerre por punción 
y por congelación. para la detenninación de! componamienro higiénico, hemos utilizado un Test 
x2 (SNEDECOR y COCHRAN, 1980). De manera similar hemos aplicado el mismo test , para 
estimar su significado. sobre los daros del grado de aceptación de las reinas seleccionadas 
(inseminadas y fecundadas naturalmente) y para los datos relativos a la eficacia dei programa de 
cría. 
A su vez, el análisis principal de los resultados fue real izado con la ayuda de un 
ANOV A (STEEL y TORRIE. 1980) para cada una de las siete variables estudiadas, 
considerando los factores lote y clase. 
El factor lote. con cuatro niveles, corresponde ai efecro de la localización de los 
distintos grupos de colmenas disnibuidas por e! colmenar. EI factor que incluye tres niveles, es 
la clase y que corresponde al efecto de las colonias testigo, de las co lonias con reinas 
fecundadas naturalmente y colonias con reinas inseminadas instrumentalmente en relación al 
grado de contaminación en los distintos períodos. 
Fueron analizadas siete variables dependientes, cinco de las cuales (01 , 02, 0 3, D4y 
D5), basadas en las diferencias de la cuantificación dei grado de contaminación enn·e los mese . 
y al largo de los seis meses considerados. La sexta variable (06) basada en la diferencia dei 
recuemo medio (dei grado de contaminación) obtenido en la primavera anterior a! orofío y la 
séptima variable (07) basada en la diferencia dei recuento final (recuento de mayo) respecto al 
inicial (recuento de septiembre). 
Las interacción lote x clase fue también testada. 
La comparación entre las medias fue realizada según el test de Bonferroni/Dunn 
(DUNN, 1961). 
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Tabla n~ 9- Valores dei X2 y de P bailados entre los test de limpieza (muerte por congelación y 
punción de la cría operculada) 
Test lffest 2 Valores de P 
Colmena 1 
Colmena 2 I 14,961 0,0001 
Co1mena 3 
Colmena 4 87,770 0,0001 
Colmena 5 46,914 0,000 1 
Colmena 6 O, 113 NS 
Co1mena 7 17,921 0,000 1 
Colmena 8 3,150 NS 
Colmena 9 30,721 0,0001 
Colmena 10 
Colmena 11 24, 175 0,000 1 
Colmena 12 20,275 0,0001 
Colmena 13 3,150 NS 
Colmena 14 3,150 NS 
Colmena 15 46,914 0,0001 
Colmena 16 4 ,7 11 0,005 
Colmena 17 4,253 0,005 
Colmena 18 12,500 0,001 
Colmena 19 32,062 0,0001 
Colmena 20 
NS - No significativo 
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De estos análisis y según nuestra opinión podemos pensar que la gran variabi lidact d~ 
respuesta que existe entre las colonias en estudio frente a este comportamiento re fleja la 
heterogeneidad genética y fenotípica que enfrentamos cuando trabajamos con las fom1as locales 
de abejas. Esto era de esperar, dado el sistema de manejo común en el apiario, donde la 
reproducción suele ser totalmente libre y dado el peculiar sistema de acoplamiento inherentea 
esta especie. 
Tras la evaluación de los dos test de limpieza para ver la proporción de cría extraída, a 
las 24 horas, podemos concluir que e! test 2 (punción) es el más eficiente en este tiempo. No 
obstante, un dato que podría aportarse, acerca de esta evaluación, sería hacer su anál is is en la 
escala del tiempo total necesario para el desoperculado y extracción de la cría muena en ambos 
test. Una vez que, cuando los test fueron disefiados las colonias eran evaluadas como higiénicas 
solamente si la extracción ocurría hasta las 48 horas y no higiénicas si tres o más días eran 
necesarios para la eliminación de todas las crías sacrificadas por punción y congelación. 
Por otra parte, este factor es de gran importancia también, en la medida que no 
permite obtener un método de determinar de fonna práctica qué colmenas pueden presentar un 
elevado comportamiento higiénico enn·e las colmenas de nuesn·as explotaciones. 
Así, en lo que se refiere al tiempo necesario para la ex tracción comple ta de todas las 
celdillas con la cría muena por punción, estos estudios sugieren que éste, varía entre un día, 
con remoción completa hasta más de tres, con extracción incomple ta. Sin embargo, en la 
mayoría de los casos hubo un gran porcenta.je de desoperculado y ex tracción en el primer día, 
Figura. 19 y 20. 
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Figura 19 - Porcentaje de desoperculación en el test de muerte por punción 
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Figura 20 - Porcentaje de extracción en el test de muene por punción 
Si nos referimos a los dias necesarios para la completa extracción con la utilización del 
Test 2 (punción), nuestros resultados son similares a los obtenidos por NEWTON y 
OSTASIEWSKI (1985), aunque difieren ya que estos autores sólamente encuentran un 
pequeno porcentaje de desoperculado y extracción en el p1imer día, no haciendo obse~-vaciones 
después de los tres días y además han trabajaban con colonias afectadas con loque americana. 
Por on·a parte, en nuestros resultados, los valores dei porcentaje de desoperculado a las 
48 h., vruían entre un 4,8% valor mínimo y un 100% valor máximo, mienu·as que el porcentaje 
de exu·acción de cría muerta a las mismas horas fluctúa entre un 76% y un 100%. A los 5 días, 
ambos valores son iguales, una vez que, la totalidad de las celdillas se encuentran limpias. 
Téngase en cuenta que se u·abaja con colmenas no enfermas y, por tanto, con buen instinto de 
limpieza, aunque sea desconocido, en todos los casos, el porcentaje de obreras con genotipo 
para el desoperculado y/o extracción. Por tanto, nuestros resultados son diferentes de los 
obtenidos por CARDENAL GAL VAN y col. (1988), qu ienes trabaj aron con colmenas 
afectadas de micosis clínica y enconu·aron que, e! porcentaje de extracción de cría mue11a o 
enferma a las 48 y a las 120 horas presentaba un mínimo de 4,8 %, de desoperculado mientras 
que el máximo era de un 62% a las 48 horas y de un 76% a las 120 horas . Pero, por el 
contrario son similares en lo que concierne ai tiempo total considerado para evaluar el 
comportamiento higiénico de las obreras. 
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Del mismo modo, también se puede observar en las Figuras 2 1 y 22, la proporción de 
cría desoperculada y extraída cuando es utilizada la técnica de muerte por congelación. Es 
interesante resaltar que el tiempo total necesario para la extracción de todas las celdillas, en 
ambos lados del cuadro, fue mucho menor (48 horas) aunque en la mayoría de los casos hubo 
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un bajo porcentaje de desoperculado y extracción a las 24 horas, con 1% y 27% de mínima, 
respectivamente. 
Nuestros resultados no concuerdan con los de NEWTON y OSTASIEWSKI ( 1985), 
quie nes obtuvieron 14 días como el tiempo total necesario para la exn·acción completa de toda la 
cría muerta por congelación, ni tampoco, con los obtenidos por NEWTON y col. (1975) 
quienes observaron que un cuadro con un trozo de cría muerta por congelación era 
desoperculado y los cuerpos muettos extraídos entre 3 a 6 días en una colonia con buen instinto 
de limpieza. 
Por el contrario, son semejantes a estudios previas donde ya se describen las 48 horas 
como el tiempo total considerado para la extracción (GONÇAL YES y KERR, 1970; 
MESSAGE y GANÇAL VES, 1980; TABER Y GILLIAM, 1988 y SPIV AK y GILLIAM, 
1993). 
La explicación de parqué encontramos esta diferencia en el tiempo de eliminación de la 
c1ía mue1ta, puede deberse a que, algunas veces, cuando el alfiler petfora el opérculo la prepupa 
o pupa no muere, y consecuentemente su colar es normal y no presenta sefí ales de 
descomposición. 
Todas estas hipotesis pueden ser válidas y por es ta razón, es difícil por el momento 
especificar esta diferenciación de una forma más clara; serán necesarios el realizar más n·abaj o 
de investigación sobre el componamiento general de la abeja, así como sobre el compon amiento 
higiénico de és ta para una mejor comprensión. 
Se refuerza nuestra hipotesis de que, además de la técnica de matar la cría, el tamano de 
la muestra considerada, las condiciones ambientales, e! tipo de manejo practicado y la propia 
raza y naturaleza de la colonia son factores de estudio que tendremos que considerar. 
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De la representación gráfica de la Figura 23, podemos deducir cuando compara1110s lo 
valores obtenidos por nosotros para el porcentaje de cría extraída a las 48 horas con alllbos s 
test 
(100% pm·a el test 1 y 96,9% para el test 2) con los resul tados expresados por otros autores 
para otras patologias utilizando los mismos test, que las abejas que pueblan el colmenar d~ 
nuestro estudio pueden ser consideradas con un elevado instinto de limpieza. No obstant 
e, 
queremos hacer hincapié en el reducido tamano de la muestra, que Ie confiere más un valor 
testimonial que la posibilidad de inferir de ella conclusiones válidas para la población apícola de 
la región. 
1.1- VALORES OBTENIDOS DEL PROGRAMA DE CRÍA DE REINAS 
Para obtener las reinas, que fueron objeto de nuesu·o estudio, podíamos haber seguido 
varias pautas de acuerdo a los distintos métodos que existen, como por ejemplo: 
- Método de MilLER 
-Método de H. ALLEY 
- Método de G. DOOLITTLE con trasvase de larvas y sus variantes como la 
técnica dei inje11o de huevos o la técnica dei doble n·asvase. 
Nosou·os empleamos el método de DOOLITTLE por injerto de larvas apenas visibles 
(12 a 36 horas), lo que está de acuerdo con RUTTNER (1987), una vez que en estudios 
previas habiamos comprobado que era el sistema de cría que mejor se adaptaba a nuestras 
condiciones y ecotipos locales. Esta merodología está de acuerdo con vm·ios autores que han 
u·abajado en el mismo sistema de cría, enu·e otros DRES CHER (1976); LAIDLA W (1979); 
HARBO (1986); DELAPLANTE y HARBO (1988); JEAN-PROST (1989); GUTH (1990); 
SANTANA y col. (1993). 
Respecto a los valores obtenidos del programa de cría, tabla nº 10, se observá que el 
porcentaje de aceptación en las colmenas incubadoras. al igual que el de nacimienros, fue 
aumentando y alternando según transcunía la experiencia, alcanzándos·e las cifras máximas de 
83,3% y 80,0% en la segunda y cuarta series, respectivamente y las cifras mínimas de 75,0% 
y 66,6% en la tercera y primera series. 
Del mismo modo, el porcentaje de cría total alcanzó el máximo valor 66,6% en la 
segunda y cuarta. series y el valor mínimo 50,0% en la primera y tercera series. 
Tabla nº 10- Relación de valores procedentes del programa de cria 
Nº de series Fechas Nº de Acept. Nacimiento % Acept. %Acept. %Cria 
celdillas starter colm. incu. crías total 
30/5/96 24 1 8 1 2 75,00 66,66 50' o o 
2 31/5/96 24 20 1 6 83,33 80,00 66,66 
3 4/6/96 24 1 8 1 2 75,00 66 ,66 50 I 00 
4 4/6/96 24 20 1 6 83,33 80 ,00 66,66 
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Teniendo en cuenta los resultados observados para e! porcentaje de acep tación en las 
colmenas incubadoras, nacimientos y de cría final, hemos comprobado utilizando el estadístico 
x2, si las frecuencias observadas concuerdan con la distiibución de las frecuencias esperadas en 
todas las series de cría que realizamos. 
Observamos, según la tabla n!! 11, que e! x2 obtenido no es significativo más que e n 
dos de los análisis: % de nacimientos y % de cría total. El resto se encontrá homogéneo, al ser 
x2 observado menor que el x2 teórico y aceptar la hipótes is de que no hay d iferencias 
significativas (P>0,05) entre las cuatro series en relación a la proporción de aceptación en las 
colmenas incubadoras. Hay que tener en cuenta que en esta tabla solamente están representados 
los valores entre las series uno y dos, una vez que, para las series tres y cuatro los valores son 
los mismos. 
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Tabla n2 11 - Valores de X2 y respect ivo grado de significación ap licados a las frec uencias 
obtenidas de la aceptación larvar en la colmena iniciadora, nacimientos y cría total, entre series 
Seiie 1/serie 2 x2 Valores de P 
% aceptación 1,929 NS 
% nacinúentos 4,338 0,05 
% c.*'r total 5,952 0,05 
NS - No significativo 
Nuestra opinión ai respecto es que esta circunstancia podría ser consecuencia de una 
adaptación al tipo de sistema de cría utilizado, que se produce en esta especie. No hay que 
olvidar que hasta ahora ningun método había sido aplicado para la c ría de reinas y el método de 
multiplicación del colmenar se basaba en la recogicla ele enj ambres de las propias co lmenas o en 
impedir la e njambrazón natural de éstas, por clivisión en dos o más núcleos o a partir de 
colmenas madres donde las obreras huérfanas criaran una nueva reina hija ele la anterior. Hay 
que tener en cuenta también, que las cuatro series fueron realizadas en colmenas diferentes, lo 
que podría explicar en palte, las diferencias significativas en las talas de nacimiento y de cría 
final entre las seiies, por la propia variación natural entre co lonias, aunque lo mismo no haya 
ocunido para las talas de aceptación en las colmenas iniciadoras. 
Dei m ismo modo, la propia vari ación, aunque pequena en la hora en que fue realizado 
el n·anslarve (por la mafíana, a primera hora de la jornada de n·abajo y en días diferentes) podría 
provocar algunas oscilaciones e n la temperatura ambiente o en la humedad relativa que son 
necesarias para la realización de esta técnica y consecuentemente, hacer que las talas de I 
aceptación en las colmenas incubadoras no presentara n diferencias sign ificativas entre las 
series, ni tampoco, un valor muy elevado. Esto está en concordancia con las consideraciones de 
FERT (1996b) quien describe que el trasvase debe realizarse con una temperatura próxima a los 
25 ·c y una humedad relativa alrededor del 50%. Pero, por el contrario, difieren relativamente, 
dei valor obtenido en la tasa de aceptación, que según su opinión podrá sobrepasar más dei 
95%, mientras que nosotros como cifra máxima obtuvimos el 83%. I 
Sin embargo, otros autores han descrito valores semejantes, aunque un poco más 
elevados para el porcentaje de aceptación, eclosión y c1ía total, cuando comparan la raza itali ana 
y la caucásica con el objetivo de conocer que raza presenta mejores cualidades para la cría 
artificial de reinas en las islas Canarias (Tenerife) en el afio 1989 y en los meses de máxima 
producción (enero a junio) (SANTANA y PÉREZ, 1993). 
De este modo, el hecho de trabajar con razas distintas puede ser otro factor que 
contiibuya a la explicación de los valores obtenidos por nosotros. 
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1.2 - ANÁLISIS DE LOS VALORES RESULTANTES DE LOS DOS TIPOS DE 
APAREAMIENTOS (INSEMINACIÓN INSTRUMEN-TAL Y FECUNDACIÓN 
NATURAL) Y DE LA TÉCNICA DE INTRODUCCIÓN DE REINAS 
Tras la realización de la inseminación instrumental y mediante el acoplamiento natural, 
hemos expresado en la tabla nº 12 la comparación entre tratamientos, relativos ai porcentaje de 
pérdidas, eficacia dei tipo de tratamiento, aceptación de las reinas en las colonias y producción 
de reinas fértiles y vivas después de su introducción en las colonias. Mediante los dos 
tratamientos pudimos estudiar con mayor detalle la eficacia durante el período de apareamiento. 
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Tabla n° 12 - Comparación emre los dos tipos de fecundac ión a que fueron someticlas las re·11 las 
seleccionadas 
Técnica Nºde %total de %de la eficacia % de aceptación n% total de reinas 
remas Eérdidas de la técnica en las colonias vivas y férti les 
-Inseminación 30 20,0 80,0 58,4 46,7 
insn-umental: 
• semen de 
v an os 
zánganos 
Fecundación 26 15,0 85,0 72,7 61.5 
natural 
En la inseminación instrumental obtuvimos pérdidas dei orden dei 20% que fueron 
debidas, en pane (7%) a pérdidas en el transporte de las reinas desde e! colmenar de 
fec undación hasta e l laboratorio donde hacíamos la inseminación y posteriormente, dei 
laboratorio hasta e! colmenar de fecundación. No hay que olvidar que las inseminaciones se 
efectuaron casi a finales de junio y que además de las temperaturas elevadas que ya teníamos, 
era necesario reconer una distancia aproximada de 20Km. Por lo cual, pensamos que estas 
razones pueden explicar posibles danos que hayan ocunido y Uevado a la muene de las reinas. 
Las otras pérdidas, de! orden dei 13%, fueron observadas en los "núcleos baby" . ya 
después de la inseminación. Este hecho demuestra posiblemente el papel imponante que juega 
la experiencia del inseminador, pues aunque ya hab íamos comprobado la técnica de 
inseminación insn11mental, todavía no la hacíamos con mucha frecuencia. 
A su vez, en la fecundación natural las pérdidas fueron más bajas y presumiblemente 
ocunieron en los vuelos de apareamiento. 
En lo que concieme al éxito de cada técnica puede observarse que obtuvimos una tasa 
de 80% con la inseminación instrumental. Por tanto, dei valor obtenido deducimos que nuesu·a 
rasa es no rmal, una vez que, según RUTTNER (1 987) una producc ión dei 80% de reinas 
fé11i1es puede ser considerada como satisfactoria. 
También se puede observar una tasa del 85% resultante de los acoplamientos naturales, 
sin embargo, esta diferencia no es muy elevada si hacemos la comparación enu·e los dos tipos 
de fecundación. Estos resultados estan en concordancia con otros trabajos preliminares, como 
el de RUTTNER (1961), quién constatá en 10 reinas acopladas naturalmente una capacidad de 
puesta de un 106% y en sus hermanas (1 0) inseminadas instrumentalmente un 92%, en 
comparación con e! promedio general. Ya posteriormente, WOYKE y RUTTNER (1976) 
/ 
aiiadiran que parece que las reinas acopladas naturalmente viven, po r té m1 ino med io m<ís. pero 
as que estas d iferenc ias son insignificantes en el primer afi o. 
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Por otra pane, para contrastar los resultados entre la aceptación de las re1nas 
inseminadas y fecundadas naturalmente, y las reinas v ivas y férti les. después de su 
introducc ión en las colonias. respecto al tipo de técnica, realizamos una prueba de contigencia, 
usando el estadístico x2, para probar la hipótesis de independe ncia nu la entre ambas variables 
(tabla n~ 13). 
Tabla n~ 13 - Valores de x2 y respectivo grado de significación ap licados a las frecuencias 
obtenidas ele la aceptac ión ele las reinas elespués de su in troelucción en las coloni as . y de i 
número de reinas vivas y féniles entre los dos tipos de fecundac ión 
I.I. /F.N. x2 Valores ele P 
% aceptación 4,978 0,01 
% total de reinas 4,537 0,0 1 
Obtuvimos un x2 bajo pero significativo para P::;O,O 1, por lo que rechazamos la 
hipótesis nula y afirmamos que ex iste asociación y, por tanto, hay diferentes frecuencias en la 
aceptación ele las re inas en las colonias según el tipo de apaream ienro . Este hecho demuestra la 
dificu ltad que hay. muchas veces, en la aceptación de reinas inseminadas instrumentalmente. 
Vemos también que . efectivamente hay diferencias significativas (P::;0,0 1) entre e! número total 
d e reinas vivas y fértíles (total de rei nas), respecto al tipo de técnica seguida. lo que esta 
relacionado con el bajo o elevado grado de aceptación de dichas reinas en las colonias. 
Lo que evidencia, el gran número ele reinas inu·oducidas y no aceptadas y que puede 
ser explicado, por e l hecho de que, estabamos en una época en que la flora melífera ya había 
pasado su clímax y así, el flujo de néctar era más bajo y las abejas se quedaban más agresivas, 
consecuentemente dismínuía el grado de aceptación de las re inas. Otros factores externos 
pueden ser sefialados tales como e l pillaje, estac ión del afio y las condiciones climáticas en el 
pe1iodo de la introducción (RUTTNER, 1983). Este autor afinnó que el éxíto ele la introducción 
depende no so lo de ésto, sino también de una multi plicidad de factores , tales como, las 
condiciones de la reina res idente (edad, puesta y actividad), las condiciones de la re ina a 
introducir (tipo de apareamiento, danos en e! transporte, actividad de puesta, producción de 
feromonas), el tamafio y e! peso de las reinas y las condiciones de la propia colonia que vaya a 
recibir la joven reina (raza, agresividad, desarrollo estacionai y la proporc ión entre las abejas 
jóvenes y las más víejas) . 
Por tanto, cabe suponer que aunque sean mucbos los métod os recomendados para la 
introducción de las reinas e n las co lonias parece que no hay referencias disponibes sobre q ue 
96 
ninguno de ellos resulta infalible. pues la aceptación de una reina o su no aceptación por Pürte 
de la colonia sigue siendo aún difícil de entender. 
Así, nuestros resultados están de acuerdo con la bibliografía revisada sobre las misn1as 
técnicas aplicadas por los varios autores, entre ellos, DRESCHER (1976), RUTINER (1983), 
(1987), JEAN-PROST (1989) y WOYKE (1989). 
1.3 - ANÁLISIS DE LOS VALORES OBTENIDOS EN LA CUANTIFICACIÓN DE LA 
ASCOSFERIOSIS 
En la tabla nº 14 se recogen las frecuencias, en cada uno de los niveles de afección 
considerados, de los recuentos que fueron realizados en e! período comprendido entre la 
primavera de 1996 hasta la primavera de 1997. Hay que sefialar que de las 43 colmenas 
iniciales una murió al final dei verano de 1996, por lo que solamente estudiamos 42 colmenas. 
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Tabla nº 14- Nível de afección en las 42 colmenas estudiadas a lo largo del perioclo de seguimiento de la Ascosferiosis 
Secuencia de la o I - 10 I I - 20 21 - 30 31-40 4 I -50 5 I -60 61 - 70 71 - 80 8 I - 90 + 91 
cuantificación I Nivel de 
afección* o I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
**C.I.A.C.R. 2 16 8 4 3 2 2 2 1 I 2 
**C.I.o.c.R (Septicmbre) 9 9 7 5 3 4 I I l - 2 
C. Octubrc 10 15 5 5 3 I - 2 
C. Noviembre. 15 14 6 3 - 3 
C. Marzo 3 27 6 3 - 3 
C. Abril 9 26 4 
C. Mayo 11 22 6 - I - - - 2 
C. Media Otoi'lo 9 I I 10 3 3 4 
C. Media Primavera I 31 5 I 3 
Nl de colmenas 69 171 57 24 17 18 4 6 7 I 4 
%colmcnas afectadas 18,25 45.24 15.10 6.53 4,50 4.76 1.06 1.59 1.85 0.26 1.06 
~ 
rõ 
* l= l - 10 celdillas con momias/colmena; 2 =li - 20; 3 =2 1 - 30; 4 =3 1 - 40; 5 =41 - 50; 6 =5 I - 60; 7 =61-70; 8= 7 I -80; 9 = 8 I- 90; I O =más de 91 
** C.I.A.C.R = Cuantificación de Ia Ascosferiosis antes de cambiar las reinas 
**C.I.o.c.R = Cuantificación de la Ascosferiosis dcspués de cambiar las reinas 
Dei total de las colmenas que hemos investigado a lo largo de todos los recuentos 
observamos que el porcentaje más elevado de colmenas afectadas (45%) coiTesponde ai grado 1 
y contiene solamente un bajo nível de infección (igual o menor que 10 celdillas con la 
enfennedad visible) siguiéndose el nível 2 y 3 que representan, respectivamente, 15% y 6% de 
las colmenas enfermas. De! orden de! 4% tenemos las colmenas que pertenencen al nive[ de 
afección 4 y 5, y con los niveles más elevados de la afección tenemos aproximadamente 1 al 2% 
de las colmenas enfermas. Sin embargo, hay que hacer notar que el 18% de las colmenas 
enfermas no contienen celdillas con la enfennedad visible, lo cual fue aumentando, atmque 110 
uniformemente, a lo largo de los sucesivos recuentos. Dei mismo modo, se observa de una 
forma general, pero, no lineannente, una disminución dei número de colmenas en cada nível de 
afección. Esto puede indicar una evolución positiva atmque no constante en la disminución de! 
número de colmenas en cada grado de afección a lo largo de los sucesivos recuemos. 
Por lo que, aplicamos un ANOY A a cada una de las siete variables (O l, 02, 03, 04, 
05, 06 y 07) (ver pag. 83) para ver como pueden actuar en su vaiiabilidad, circunstancias tales 
como los lotes y las ela ses ( tablas nº 15 y 16, y en anexos, las tablas n<:) 1, 4, 7, 1 O y 13 ). 
Los valores medios del grado de afección de cada una de las siete variables, respecto a 
los cuatro niveles dei factor lote y a los tres niveles dei fac tor clase, se representan en las figuras 
24-27, y en los anexos, (figuras 1-10 ). 
Posteriormente a estos análisis hicimos pruebas de comparación entre medias según e! 
test de Bonfenoni/Dunn que se adapta a nuestro modelo por el hecho de no tener todas las 
clases representadas en todos los lotes y porque tenemos números diferentes en el muestreo 
para cada lote y para cada clase. Las medias de las va1iables, por lote y por clase, se recogen en 
las tablas n2 17- 20 (tablas n2 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 14 y 15, en anexos) . 
Así, hemos analizado la vruianza y observamos que sólo son significativas las F enu·e 
lotes para la va~·iable O 1 (diferencia mensual dei nível medio de afección entre octubre y 
septiembre) y la variable 07 (diferencia entre la medición inicial y final del grado de 
cuantificación de la Ascosfetiosis) (tablas nº l5 y 16). 
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Tabla n~ 15- Análisis de varianza de la diferencia mensual dei grado de afección de la 
Ascosferiosis 
V a.riable dependiente: D 1 (afección octubre/ septiembre) 
Fuente de variación Grados de Suma de Cuadrado 
libettad cuadrados medi o 
Lote 3 12,694 4,23 1 
Clase 2 1,486 0,743 
Lote-Clase 5 4,978 0,996 
Erro r 31 25,528 0,823 
F 
5,138 
0,903 
1,209 
p 
0,0053 
0,4159 
0,3281 
Tabla n" 16 - Análisis de varianza de la diferencia entre el grado inicial y final de afección de la 
Ascosferiosis 
Yariable dependiente: 07 (CF-CI) 
Fuente de variación 
Lote 
Clase 
Lote-Clase 
E no r 
Grados de 
libettad 
3 
2 
5 
31 
Suma de 
cuadrados 
32,988 
1,722 
15,929 
118,518 
Cuadrado 
medi o 
10,996 
0,861 
3,186 
3,823 
F 
2,876 
0,225 
0 ,833 
p 
0,0519 
0,7997 
0,536 1 
: y Esto indica que la variabilidad entre lotes para estas dos variables es mayor que entre 
de las diferencias de los recuentos mensuales de noviembre/octubre, marzo/ noviembre, 
abriVmarzo, mayo/abril y la de primavera/otofío, lo que analizaremos seguidamente. 
Para la plimera variab1e D 1 (afección octubre/ septiembre) hemos obtenido valores de 
F significativos entre lotes (tabla nQ 15), lo que evidencia una variabilidad significativa entre 
lotes, respecto a la evolución de la afección en este petiodo. Según estos resultados se analizó la 
prueba de comparación entre medias, por lotes y clases, respectivamente, tabla n~ 17 y 18. 
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Tabla n~ 17 - Las med ias de los valo res de la diferencia DI (afección octubre/ septiembre) en 
relación a los lotes 
Lote 11 Media Desviación En·or de 
típica la media 
1 11 - 0,49 1 b 1' 166 0,351 
2 12 - 0,192b 0,396 O, 114 
3 11 - 0,645b 0,877 0.264 
4 8 - I, 975a 1' 11 6 0,394 
a~b. para P::;O,O 1 
Tabla n!:! 18- Las medias de los valores de la diferencia O 1 (afección octubre/ septiembre) en 
relación a las clases 
Clase n Media Desviación Error de 
típica la media 
10 -0,500 0,780 0,247 
2 18 -0.661 1,07 1 0,252 
..., 
.) 14 -0, 979 1.296 0,346 
En la rabla n!:! 17, observamos que existen diferencias significativas (P::;Q,O 1) entre las 
medias de los valores para el nível 4 del factor lote. que presentá la reducción más elevada en el 
grado de contaminación (-1,975) , respecto a los otros niveles. Lo que también puede ser 
comprobado por el análisis de la figura 24. Sin embargo, las medias de los valores de la 
diferencia 0 1 (afección octubre/ septiembre) por clases (tabla n!:! 18) no han sido significativos 
(P>0,05), aunque se pueda observar una redución de i grado de contaminación ( -0,979) en la 
clase 3, relativamente a las orras dos. Dei mismo modo. la figura 25 sugiere una tendencia aún 
no significativa, para una evolución en el sentido positivo dei nível de afección entre clases Y 
aún más en las colonias con reinas inseminadas instrumentalmente y las fecundadas 
naturalmente en relación a las reinas de testigo. 
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Figuras 24- Valor medi o de D 1 (afección octubre/ septiembre) en relación a los lotes 
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Figuras 25- Valor medio de Dl (afección octubre/ sep tiembre) en relación a las clases 
Del mismo modo, para la variable 07 existen diferencias significativas (P~0,05) entre 
lotes, lo que indica una variabilidad significativa dei recuento final e inicial, respecto al efec to de 
la localización de los distintos grupos de colonias en el colmenar· (tabla n2 16). 
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Tabla 19- Las medias de los valores de la diferencia. entre el rec uemo inic ial y final (0 7) de! 
grado de afección de la Ascosferiosis, en relación a los lotes 
Lote 11 Media Oesviación Error de 
típica la media 
1 11 -1,127b 1,440 0,434 
2 12 -0,517b 1,269 0,366 
3 11 -1 ,545b 2,768 0,835 
4 8 -3,688a 1,984 0,673 
a;:::b, para P:S0,05 
Tabla nQ 20 - Las medias de los valores de la diferencia emre. el recuemo inicial y final (07) dei 
grado de afección de la Ascosferiosis, en relación a las clases 
Lote 11 Media Oesviación E!Tor de 
típica la media 
1 10 -0,860 1.234 0 .390 
2 18 - 1 ,617 1.774 0.418 
,., 
.) 14 -1,957 3,005 0 .803 
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Figura 26 - Valor med.io de 07 en relación a los lotes 
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Figura 27- Valor media de 07 en relacián a las clases 
En la tabla n~ 19 observamos diferencias significativas (Ps;Q,05) entre la media dei lote 
4, respecto ai lote 1, 2 y 3, y también en la figura 26 se verifica que e! lote 4 presentá el valor 
media más reducido (-3,688) para el grado de la afeccián. Mientras que, por clases no fueron 
observadas diferencias significativas (P>O,OS) entre las medias de! recuento fi nal e inicial (tabla 
nQ 20), pero se puede deduci r una lendencia en el sentido de la disminución de la enfermedad 
entre clases, la cual es más evidente para la clase 3 (figura 27) que represema las reinas 
inseminadas insuumentalmente. 
En relac ián a las otras variables, los va lores de F obtenidos no han sido significativos 
para ninguna de ellas, por lo que concluímos que las diferencias entre lotes y entre clases no 
tienen por qué determinar reducciones en el nível de afección entre las variables restantes. 
Dei mismo modo, la interacción lote clase no afectá significativamente (P>0,05) , en 
ninguno de los recuemos, el grado de resistencia de las estirpes seleccionadas. 
Sin embargo, de estos anális is hemos extraído las pruebas de comparac ián entre 
medias y de dichas pruebas deducimos que aunque no existan diferencias significativas 
(P>0,05) enu·e las medias de las variables 0 2, 03, 04, 05 y 06 hay de una forma general una 
ligera tendencia para que el grado de cuantificación de la enfermedad disminuya, enu·e lotes y 
enu·e clases. Entre lotes, es to es más evidente en el cuano y, también, enn·e clases se evidencia 
la 2 y 3, comparativamente con la 1, o sea, cuando utilizamos la inseminacián instrumental y 
los apareamientos naturales de las reinas seleccionadas fre nte a las reinas testigo, que son las 
reinas originales de las colonias enfennas. 
Nuestros resultados de una forma general coinciden, en parte, co n los que hemos 
descrito en este trabajo y las diferencias más evidentes son debidas a que, muchos de los tes t 
disefíados para estudiar la resistencia a la enfermedad tenían como principio básico la 
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maceración en una solución acuosa de las momias y posteriormente la pulverización de las 
abejas y de los cuadros para introducir la afección en las colmenas (GILLIAM y col., 1983 y 
GILLIAM, 1986), otros test se basaban también en la macerac ión de las momias, pero después 
éstas son afíadidas a una mezcla de polen y azúcar y son utilizadas como alimento, por lo que 
inducen la enfermedad (TABER, 1987; TABER y GILLIAM, 1988 y GILLIAM y ca l., 1988) 
de una forma más unifonne. No obstante, nosou·os ya teníamos la enfermedad en el colmenar 
, 
pero el nivel de afección no era uniforme, por lo que tuvimos que hacer lotes homogéneos con 
porcentajes de infestación alto, medi o y bajo en todos los gmpos. Este hecho puede explicar en 
parte, nuestros resultados relativos a las diferencias significativas que hemos obtenido entre 
lotes, aunque no para todas las variables, ya que hemos querido unifom1izar el nível de afección 
en el colmenar para cuantificar la variabilidad que se introducía ai incluir el factor lote y 
posiblemente los lotes no fueron tan homogéneos como creíamos al ser la reducción más visible 
solamente en el lote 4. 
Por otra parte, a las diferencias que anteriormente referimos podemos afíadir el hecho 
de que hemos trabajado simultáneamente con reinas fecundadas naturalmente e inseminadas 
instmmentalmente, pero inseminadas con el semen de varias zánganos (8-10) aunque éstos eran 
seleccionados a partir de colonias higiénicas, lo que es semejante a nuestros resultados y a 
nuesu·a técnica a lo que hicieron RA TH y DRES CHER (1987), q uienes observaron una mayor 
eficiencia en el componamiento higién ico y consecuentemente a la resistencia de la enfennedad 
para las reinas vírgenes de colonias resistentes a la Ascosferiosis, inseminadas con el semen de 
los zánganos de las mismas colonias. Mie ntras que TAB ER (1 987), TABER y GILLIAM 
(1988), GILLIAM y col. (1988), HARBO (1995) y HARBO y HOOPINGARNER (1995) 
utilizaron la inseminación instrumental, de las reinas apareadas individualmente con un 
zángano , sugieriendo que con este método, se eliminan las variaciones resultantes de varies 
machos con quien la reina se aparea, o sea, las variaciones de las reinas naturalmente apareadas. 
Este hecho puede ayudar a explicar nuestros resultados, por no haber obtenido 
diferencias significativas entre clases, lo que indica, que el nível de infección se mantiene 
homogéneo en todas las clases y a lo largo de la secuencia de recuemos efectuados, aunque en 
simultáneamente hayamos observado una tendencia positiva en el descenso dei nível de 
infecc ión. Éstos probablemente fueron debidos a que las colonias originadas por múltiples 1 
líneas paternas estan compuestas por grupos de subfamilias de abejas, de las cuales algunas 
subfamilias pueden ser resistentes a esta enfermedad, mientras que otras pueden ser 
susceptibles, lo que puede originar en las colonias en es tudio un efecto de mosaico, 
generalmente demostrando una resistencia y/o susceptibilidad parcial. Además, este efecto 
puede cambiar en cualquier período del estudio, porque el semen de los zánganos que 
transporta los genes que fertilizan los ovulos para la resistencia o susceptibilidad se puede 
quedar más o menos concentrado a lo largo dei período de postura de los huevos fértiles, como 
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afinnó TABER ( 1987). Esto podría ratificar el hecho de no haber encontrado diferencias 
significativas entre las clases a lo largo de los recuentos mensuales. 
La razón por la cualno hemos realizado las inseminaciones con el apareo individual de 
las reinas, fue debido a que, habíamos consultado algunos trabajos cuyos resultados con la 
misma técnica eran satisfactorios, como son los de MILNE (1982, 1983, 1985a,b) quien usó 
reinas fecundadas naturalmente para predecir la heredabilidad de los dos componentes del 
componamiento higiénico (desoperculación y extracción) y su correlación genética o el estudio 
sobre la expresión dei componamiento higiénico en las abejas melíferas en lo que concierne a la 
resistencia a esta enfennedad. SPIY AK y GILLIAM ( 1993) inseminaron las reinas vírgenes 
con una mezcla de 3-4 J1 l de semen de zánganos de 3 diferentes colonias, según las 
características que deseaban estudiar. 
No obstante, nuestra opinión al respecta después de nuestra experiencia es que la 
inseminacjón con e! apareo individual de la reina con un zángano debe de ser la metadología 
adoptada, siendo propuesta para las próximas investigaciones sobre el tema, puesto que así, 
disminuimos los factores que ya de sí son muchos ai estudiar esta enfennedad . 
Por otra parte, otra de las razones que pueden explicar nuestros resultados es que, 
individualmente, cada colonia tiene sus propias características y aún que teníamos las colmenas 
distribuídas por lotes homogéneos respecto a la enfermedad, no quiere decir que, todas ellas 
estuviesen en las mismas circunstancias, pues unas estaban más fuerte~ que on·as; unas tenían 
una mayor proporción de abejas nodrizas en su interior; on·as tenía~~ un mayor número de 
celdillas vacias para la postura y almacenamiento de alimentos o al. revés, o sea, estamos 
hablando de la vmiabilidad natural entre colonias, lo que posiblemente pedrá haber influído en 
la expresión dei comportamienta higiénico y consecuen temente en la resistencia a la 
enfermedad. SPIVAK y GILLIAM (1993) sugirieron que, aunque el componamiento higiénico 
sea genéticamente determinado ni siempre se expresa, una vez que su expresión parece ser 
facultativa y dependiente de la fuerza de la colonia, de la cantidad de obreras en el interior de la 
misma, del espacio necesario en las celdillas para la postura y almacenamiento de la miel y dei 
polen, de las condiciones de pecoreo y también de factores todavía desconocidos. 
Otro punto de nuestra discusión, es el referente a que existe una relación muy íntima 
enu·e las condiciones ambientales y la dinámica de esta enfennedad. No hay que olvidar que el 
presente afio está siendo muy inestable respecta a las condiciones climáticas. En nuestra región 
particula.Imente, con temperaturas muy bajas al inicio dei afio, una ptimavera muy temprana con 
temperaturas muy altas, lo que permitió floraciones muy tempranas y posteriormente períodos 
de floración muy pequenos, oscilaciones tétmicas muy elevadas, mucha lluvía acompafíada con 
bajas temperaturas, lo que condiciona la producción de la miel y también el ciclo biológico de 
las colonias. Por tanto, cabe suponer que estas datas puedan haber influído en nuesu·os 
resultados en lo referente a la secuencia de las cuantificaciones efectuadas a lo largo de Ia 
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primavera y potencializando la falta de diferencias en las frecuencias dei nível de infección entre 
los distintos períodos. 
Una vez que, nuestros resultados están conformes con la variación en la 
susceptibilidad de las colonias de abejas a la Ascosferiosis que ha sido tan evidente en la 
maymia de los estudios sobre la enfennedad y que puede ser comprobado al constatar que en 
nuestro colmenar algunas colonias están profundamente infectadas, mientras que las adyacentes 
no lo están o su nível es muy bajo. Esto refleja que una colonia puede tener la infección sin 
manifestaria aparentemente (GILLIAM, 1990) y sugiere que las larvas pueden no quedarse 
infectadas hasta que alguno factor de estrés se desarrolle en la colmena. Sin embargo, hay que 
resefíar también, que esta variación puede ocurrir porque algunas colmenas son genéticameme 
más resistentes o tolerantes a la infección o porque esta resistencia/tolerancia puede también 
ocurrir debido a la propia resistencia fisiológica o física de las abejas (TABER, 1987). 
Otra posible explicación de nuestros resultados y siguiendo la reflexión anterior, 
(basada en los factores de estrés) está relacionada con las muchas prácticas de manejo que 
hemos realizado a lo largo de! trabajo, la manipulación de los cuadros, por cambios de los 
mismos en la colmena o e! hecho de tener los cuadros de cría alguno tiempo en e! exterior 
pueden haber provocado algún estrés y aumentado la enfermedad en algunas de ellas. Lo que 
está en concordancia con BEFUS-NOGEL y cal. (1992), quien sugirió que el manejo de las 
colonias, especialmente si es un manejo muy (violento) agresivo dei nido de cría puede 
aumentar la incidencia de la Ascosferiosis en las colonias enfe1mas, lo que posiblemente es 
causado por la intem1pción en la comunicación y alimentación en el nido de clia. 
Es interesante resaltar que estamos trabajando con características que posiblemente 
tienen una baja heredabilidad genética (MILNE 1985a,b) y luego, refozando la idea anterior del 
papel importantísimo del entorno, estas razones, juntamente al hecho de que cuando hacemos 
selección e intentamos introducir una característica deseab le en un programa de mejora a 
menudo, ponen de manifiesto la dificuldad de obtener los resu ltados más deseables en las 
primeras generaciones. Por consiguiente, parece razonable postular que probablemente esta 
tendencia general que demuestran nuestros resultados, para un descenso en el nivel de infección 
y aún más cuando usamos la inseminación frente a los apareamientos naturales, puedan ser más 
concluyentes a lo largo de las próximas generaciones. Además, hay que resefíar que para ello es 
necesario dar continuidad a lo largo de! afio a varias test de limpieza para volver a seleccionar Y 
hacer la crianza de reinas de las colonias que demuesn·en el mejor compo11amiento higiénico. 
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IV - CONCLUSIONES 
Teniendo en cuenta las condiciones en que se clesarrol ló el presente trabajo, las metodologias 
utilizadas y los resultados obtenidos, pensamos que es posible sacar e! seguiente conjunto de 
conclusiones: 
Test disefiados para el estudio dei componamiento higiénico 
1 º - Existen diferencias significativas en la respuesta de las abejas a la cría muena y operculada. 
Las abejas locales presentan un buen comportamiento higiénico, o sea, una respuesta 
rápida a los test ele limpieza diseiiados. 
Cría de reinas 
2º - El porcentaje de acepración en las colmenas incubadoras presentó la cifra máxima de 
83,3%, existiendo difere ncias sign ificativas entre las cuatro series en relación a su tasa de 
nacimiento. 
In seminación instrumental 
3º - Mediante la inseminación instrumental las abejas locales presentaron una feni lidad del 
orden ele! 80%. 
.e I Inrroducción de las reinas en las colonias después de la inseminación 
os 
a 
as 
ta 
4º- El porcentaje de aceptación de las reinas en las colonias varia significativameme con el tipo 
ele fec undación a que fueron sometidas. 
)n Cuantificación de! nível de dano en las estirpes limpiadoras resistentes a la Ascosfe1iosis 
ás 
es 
·y 
5º- Ni los lotes, ni las clases. afectan significativamente la diferencia mensual de! nível media 
de afección. 
6º - Aunque conjuntamente los factores analizados no afectan significativamente la reducción 
ele! nível de afeccicón de la Ascosfeiiosis , individualmente el único factor que parece haber 
sido significativo fue la ubicación de los distintos gmpos de colmenas. 
7º - Tiendo en cuenta los resultados alcanzados y el corto período en que se desarrolló este 
programa de selección y recría creemos que las estirpes locales poseen un bajo grado de 
resistencia a esta enfermedad. 
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FIGURA 1 - Valor media de 02 (afecc ión noviembre/octu bre) en re lación i.l los lotes 
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FIGURA 2- Valor meclio de 02 (afección noviembre/octubre) en relación a las clases 
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FIGURA 3- Valor media de 03 (afecc ión marzo/noviembre) en relación a los lotes 
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FIGURA 4 - Valor media de 03 (afección marzo/noviembre) en relación a las clases 
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FIGURJ\ 5- VJ.lor medio de 04 (afección abril/marzo)en re lación a los lotes 
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FIGURA 6 - Valor medio de 04 (afección abril/marzo) en relación a las clases 
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FIGURA. 7- Valor medio de 05 (afección mayo /abril) en relación a los lotes 
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FIGURA. 8 - Valor medio de 05 (afección mayo /abril) en relación a las clases 
130 
-0,4 
·0,6 ./·~. (() o 
-0,8 
Q) 
TI 
· 1 o 
TI 
Q) 
·1 .2 E 
\...... 
-1 ,4 o 
(Ü 
> 
-1 ,6 
• 
-1 ,8 
2 3 4 
Lote 
FIGURA 9- Valor medio de 06 (afección primavera/atono) en relación a los lotes 
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FIGURA 10 - Valor medio de 06 (afección primavera/atono) en relación a las clases 
131 
2 - TABLAS 
TABLA nº 1 - Análisis de varianza de la diferencia mensual dei grado de afección de la 
Ascosferiosis 
Yariable dependiente: 02 (afección noviembre/octubre) 
Fuente de variación Grados de Suma de Cuadrado F p 
libenad cuadrados medi o 
Lote "' 1,045 0,348 J 0,223 0.8795 
Clase ") 1,431 0,715 0,458 0,6365 
Lote-Clase 5 1 '130 0.226 0.145 0,9801 
ElTor 31 48 ,362 1,560 
T ABLA n2 2 - Las medias de los valores de la diferencia 0 2 (afecc ión noviembre/octubre) en 
relación a los lotes 
Lote 11 Media Oesviación En·or de 
típica la media 
1 1 l -0,364 0.627 0 .1 89 
2 12 -0,4 17 I ,337 0.:530 
..., 11 -0,345 0.670 0 .202 j 
4 8 -0, 97 5 0.908 0 .321 
TABLA n2 3 - Las medias de los valores de la diferencia 02 (afección noviembre/octubre) en 
relación a las clases 
Lote n Media Desviación Enor de 
típica la media 
1 10 -0, 120 0,473 O, 150 
2 18 -0,717 l ,583 0,373 
3 14 -0,464 0.720 O, 192 
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TABLA n!) 4- Anál is is de varianza de la diferencia mensual dei grado de afecc ión de la 
Ascosferiosis 
Yariable dependienre: 03 (afección marzo/noviembre) 
Fuente de variación Grados de Suma de 
libenad cuadrados 
Lote 
.., 2,473 _) 
Clase } 0,286 
Lote-Clase 5 6,7 15 
Erro r 31 64.668 
Cuadrado 
medi o 
0,824 
O, 143 
1,343 
2.086 
F 
0,395 
0,068 
0,644 
p 
0,7574 
0,9339 
0,6681 
TABLA n° 5- Las medias de los valores de la diferencia 03 (afección marzo/noviembre) en 
relación a los lo tes 
Lote n i'v1ed.ia Oesviación Error de 
típica la media 
1 11 -0.573 1,305 0,39-+ 
2 12 -0,008 1,557 0.449 
3 11 0,055 0, 809 0,2-+4 
4 8 0,500 1,8 19 0.643 
TABLA n2 6- Las medias de los valores de la diferencia 03 (afección marzo/nov iembre) en 
relación a las clases 
Lote 11 Media Oesviación En·or de 
típica la media 
1 10 0,020 0.352 O, 111 
2 18 -0,3 17 1,845 0,435 
3 14 0,264 1,153 0.308 
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TABLA n!! 7- A n;ílisis de vari anza de la d iferencia mensual dei grado de afección de la 
Ascosferiosis 
Variable dependiente: 04 (afecc ión abril/marzo) 
Fuente de variación 
Lote 
Clase 
Lote-Clase 
E no r 
Grados de 
libenad 
., 
.) 
2 
5 
31 
Suma de 
cuadrados 
7 ,894 
0,680 
2,963 
52,609 
Cuadrado 
medi o 
2,63 1 
0,340 
0, 593 
1,697 
F 
1.55 1 
0,200 
0,349 
p 
0,2212 
0,8 196 
0,87~8 
TABU\ nQ 8 - Las medias de los valores ele la diferencia 0 4 (afección abril/marzo) en relación a 
los lotes 
Lote 11 ~vledja Oesviación Error de 
úpica la media 
1 11 0,255 1.925 0, 580 
2 12 -0,367 0 ,582 O, 168 
,.., 
.) 11 -0,418 0,822 0,248 
4 8 -1.375 1.271 0,450 
TABLA n2 9- Las medias de los valores de la diferencia 04 (afecci ón abril/marzo) en relación a 
las clases 
Lote n Media Oesviación Error de 
úpica la media 
1 10 0,290 2,049 0 ,648 
2 18 -0,594 1,000 0,236 
3 14 -0,671 0, 874 0,234 
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TABLA n<.:> lO - Análisis de varianza de la diferencia mensual dei grado de afección de la 
Ascosferiosi s 
Variable dependiente: 05 (afección rnayo/abri!) 
Fuente de variación 
Lote 
Clase 
Lote-Ciase 
Erro r 
Grados de 
libenad 
'"I 
.) 
2 
5 
31 
Suma de 
cuadrados 
1,033 
3,618 
6,228 
132,572 
Cuadrado 
medi o 
0.344 
1,809 
1,246 
4,277 
F 
0,080 
0,423 
0,29 1 
p 
0,9701 
0,6588 
0 ,9 142 
T ABLA n'2 11 - Las medias de los valores de la diferencia 05 (afección mayo/abril) en relación 
a los lotes 
Lote n Media Desviación En·or de 
típica la media 
1 11 0,045 3,154 0.951 
2 12 0,467 2,044 0 ,5 90 
'"I 
.) 1 1 -0, 19 1 0,378 0.114 
4 8 0,137 0,366 0.1 29 
TABLA n2 12 -Las medias de los valores de la diferencia 05 (afección mayo/abril) en relación 
a las clases 
Lote n Media Desviación Enor de 
típica la media 
1 10 -0,550 2,158 0 ,683 
2 18 0,672 2,373 0,559 
3 14 -0,107 0,393 O, 105 
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TABLA n~ 13 - Análisis de varianza de la diferencia entre estaciones dei t!rado de afecc ión de la 
Ascosferi os is 
Variable dependienre: 06 (afecc ión primavera/oroiio) 
Fuente de variación Grados de Suma de Cuadrado F p 
li benad c uadrados medi o 
Lote 
Clase 
3 
2 
6,039 
0,645 
2,0 13 
0,322 
0,897 
0, 144 
0 ,453 8 
0,8668 
Lote-Clase 5 10,845 2,169 0.966 0,4534 
En·or 31 69,578 2,244 
T ABLA n2 14 - Las medias de los valores de la diferencia e1me estaciones (06) (afección 
prima vera/otoíio) en re!ación a los lotes 
Lote 11 Media Oesviación Erra r de 
típica la media 
11 -0,774 1,460 0.440 
2 12 -0,438 1,268 0.366 
..., 
.) 11 -0,733 1,734 0,523 
4 8 -1,680 1,572 0,556 
TABLA n2 15- Las medias de los valores de la diferencia entre estaciones (0 6) (afección 
piimavera/oto fío) en relación a las clases 
Lote 
1 
2 
3 
n 
10 
18 
14 
Media 
-0,2 15 
- 1,175 
-0,854 
Oesviación En·or de 
típica la media 
0 ,845 0,267 
1,443 0,340 
1,888 0 ,505 
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